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RESUMO 
A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença autoimune do Sistema Nervoso Central (SNC) que 
atinge, em maioria, jovens mulheres. A Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) se 
destaca como um modelo animal bem sucedido para o estudo dos mecanismos imunológicos 
envolvidos na EM. O medicamento oral Dimetil Fumarato (DMF; Tecfidera, Biogen), também 
denominado de Fumarato de Dimetila, foi introduzido na última década como opção de trata-
mento para EM Remitente Recorrente (EMRR). O DMF é um éster do ácido fumárico que é 
hidrolisado no intestino a Monometil Fumarato (MMF), seu metabólito ativo. O uso de DMF 
mostrou melhorar os sintomas clínicos da EM e também os sinais clínicos da EAE. Pouco se 
sabe, contudo, a respeito dos mecanismos de ação do DMF. Estudos in vitro, e alguns in vivo, 
apontam uma possível ação da molécula por meio da via de ativação do fator nuclear eritróide 
2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) no SNC. Outra via proposta é a ativação do receptor do ácido 
carboxílico (HCAR2), que seria capaz de inibir a expressão de moléculas pró-inflamatórias por 
meio da inibição de NF-κB na micróglia. Esse receptor é encontrado em variados tipos celula-
res, incluindo células do epitélio intestinal. Considerando os dados disponíveis acerca da ação 
de DMF, esse estudo teve como objetivo investigar o efeito da administração do DMF sobre a 
resposta imune da mucosa intestinal de camundongos com EAE. Camundongos C57Bl6 foram 
imunizados com peptídeo 35-55 da glicoproteína de mielina de oligodendrócitos (MOG) em 
adjuvante completo de Freund suplementado com Mycobacterium tuberculosis inativado. Os 
animais foram tratados duas vezes ao dia, por gavagem, com DMF 7,5 ou 30 mg/kg, ou com o 
veículo, após a imunização. Ao longo do tratamento, foi acompanhado o desenvolvimento da 
EAE. Ao fim, os linfonodos mesentéricos (LM) e as células epiteliais intestinais (IEC) foram 
analisados por citometria de fluxo e Reação em Cadeia da Polimerase via Transcriptase Reversa 
(RT-PCR). A população de células T reguladoras CD4+Foxp3+ se mostrou inalterada com o 
tratamento. Contudo, uma maior expressão total de Foxp3 mRNA foi observada com 10 dias 
de tratamento. Também foi elevada a expressão de mRNA das citocinas anti-inflamatórias IL-
10 e IL-27 nos LM com o tratamento de DMF 7,5 mg/kg. Adicionalmente, não foi observada 
alteração no mRNA das citocinas pró-inflamatórias TNF, IL-12a e IFN-γ. Não foi detectada a 
expressão de IL-17a, IL-4 e IL-2 mRNA nos LM dos grupos tratados com veículo ou DMF. 
Com relação as IEC, observou-se um aumento no grupo tratado com DMF 7,5 mg/kg da popu-
lação de células CD326+CD45+. Os resultados obtidos apontam para um tendência anti-infla-
matória na mucosa intestinal pelo tratamento da EAE com DMF. Tal efeito pode contribuir 
como um mecanismo de ação adicional de DMF no controle da EAE.  
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ABSTRACT 
Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the Central Nervous System (CNS) that 
mostly affects young women. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) is a well-
established animal model for studying the immunological response of MS. Dimethyl Fumarate 
(DMF; Tecfidera, Biogen) is an oral medication that was introduced in the last decade as a 
treatment option for Recurrent Remitting MS (RRMS). DMF is a fumaric acid ester that is 
hydrolyzed in the gut to Monomethyl Fumarate (MMF), its active metabolite. DMF treatment 
has been shown to diminish clinical disease activity of MS and EAE. However, the mechanisms 
of action of DMF are not fully understood. In vitro studies, and some in vivo studies, indicate 
that DMF can activate the pathway of erythroid nuclear factor 2 related to factor 2 (Nrf2) in the 
CNS. Another proposed mechanism is the activation of the carboxylic acid receptor (HCAR2) 
in the microglia, which could inhibit the expression of proinflammatory molecules through the 
inhibition of NF-κB. HCAR2 receptor is found in several cell types, including intestinal epithe-
lial cells (IEC). This study aimed to investigate the effect of DMF administration on the gut 
mucosal immune response of mice with EAE. C57Bl6 mice were immunized with oligoden-
drocyte myelin glycoprotein (MOG) 35-55 peptide in complete Freund's adjuvant supple-
mented with inactivated Mycobacterium tuberculosis. After immunization, the animals were 
treated twice a day, by gavage, with DMF 7.5 or 30 mg/kg, or with the vehicle. The develop-
ment of EAE was monitored throughout the treatment. Mesenteric lymph nodes (mLN) and 
IEC were analyzed by flow cytometry and Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR). The population of CD4+ Foxp3+ regulatory T cells did not present any alterations 
with the treatment. However, a higher total expression of Foxp3 mRNA was observed with 10 
days of DMF administration. The mRNA expression of the anti-inflammatory cytokines IL-10 
and IL-27 in mLN was also increased with the DMF 7.5 mg/kg treatment. Additionally, there 
was no change in the mRNA of the proinflammatory cytokines TNF, IL-12a and IFN-γ. The 
expression of IL-17a, IL-4 and IL-2 mRNA was not detected in the mLN of the groups treated 
with vehicle or DMF. Regarding IEC, an increase was observed in the group treated with DMF 
7.5 mg/kg of the CD326+ CD45+ cell population. The results exposed show an anti-inflamma-
tory trend in the intestinal mucosa due to the DMF treatment of EAE. Such an effect can con-
tribute as an additional mechanism of action of DMF in EAE.   
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. A esclerose múltipla e o modelo da encefalomielite experimental autoimune 
A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune desmielinizante que afeta jo-
vens adultos, em sua maioria mulheres, e tem como alvo o sistema nervoso central (SNC). As 
lesões, ou placas, da EM resultam de resposta imunológica voltada contra os componentes da 
bainha de mielina e oligodendrócitos. Embora seja uma doença predominante da substância 
branca, as lesões podem ocorrer em todo o parênquima do SNC, incluindo a substância cinzenta 
(KUHLMANN et al., 2017; LUCCHINETTI et al., 2011). Diferentes sintomas podem ser ob-
servados dependendo da localização das lesões, variando de fraqueza nos membros inferiores, 
distúrbios sensoriais e neurite ótica a déficits cognitivos, como perda de memória e déficit de 
atenção, por exemplo. 
A EM se manifesta de forma heterogênea e pode ser classificada em três cursos 
principais (Figura 1). Na maioria dos pacientes, o curso seguido é o chamado Remitente Recor-
rente (EMRR), no qual há um pico inflamatório, denominado de surto, com surgimento ou 
exacerbação de sintomas, seguido de um período de recuperação total ou parcial do SNC e do 
retorno do sistema a uma condição de estabilidade. Os períodos de surto, recuperação e estabi-
lidade seguem ao longo da vida do paciente, com alguns sintomas cumulativos decorrentes dos 
surtos (KUHLMANN et al., 2017; LASSMANN, 2010; LASSMANN; BRÜCK; 
LUCCHINETTI, 2007). A EMRR pode ter uma mudança de curso com muitos anos de seu 
início para um quadro Secundário Progressivo (EMSP), onde os surtos são substituídos por 
dano contínuo ao SNC e há uma acentuada neurodegeneração (GOLD; LININGTON; 
LASSMANN, 2006). Por fim, a manifestação mais rara de EM, 10 a 20% dos casos, é a Prima-
ria Progressiva (EMPP), na qual ocorre dano contínuo ao SNC e rápida progressão dos sintomas 
são observados desde o início da manifestação da doença (NYLANDER; HAFLER, 2012).  
O modelo animal da Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) foi, e ainda 
é, fundamental para elucidar os mecanismos da resposta imune envolvida na patologia da EM. 
Sua origem data das tentativas de Rivers, Sprunt e Berry de induzir o desenvolvimento de uma 
encefalomielite aguda em macacos (RIVERS; SPRUNT; BERRY, 1933). Após conduzirem 
variados experimentos sem sucesso, foi observado que repetidas injeções de tecido cerebral de 
coelhos provocou inflamação, acompanhada de desmielinização, no sistema nervoso central de 
dois dos macacos testados. Diante disso, os pesquisadores conduziram uma investigação mais 
detalhada com o objetivo de definir se as injeções de tecido cerebral foram responsáveis pelos 
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sinais clínicos observados nos animais. Os resultados obtidos levaram a confirmação da hipó-
tese testada (RIVERS; SCHWENTKER, 1935). Desde então, a encefalomielite experimental 
autoimune vem sendo induzida de maneira satisfatória em variadas espécies, de primatas a ro-
edores (GOLD; LININGTON; LASSMANN, 2006). 
 
Figura 1 - Principais formas de progressão da Esclerose Múltipla. EMRR: Esclerose Múl-
tipla Remitente Recorrente; EMSP: Esclerose Múltipla Secundária Progressiva; EMPP: Escle-
rose Múltipla Primária Progressiva. Fonte: Elaborado pela autora. 
De modo geral, a EAE é induzida ativamente por meio de imunização dos animais 
com antígenos como proteína básica de mielina (MBP), glicoproteína da mielina de oligoden-
drócitos (MOG) e proteolipídeo (PLP) e adjuvantes, como o Mycobacterium tuberculosis (MT) 
inativado por calor, para a sensibilização de células autorreativas e potencialização da resposta 
imunológica. Outra possibilidade de indução da EAE é a transferência adotiva de células T 
autorreativas a componentes da mielina para animais saudáveis da mesma espécie, método co-
nhecido como indução passiva. Os experimentos de transferência adotiva trouxeram as primei-
ras evidências de que essa doença seria mediada por células. Paterson demonstrou que a admi-
nistração intravenosa de células de linfonodos de ratos com EAE em ratos saudáveis foi capaz 
de induzir a EAE nos ratos receptores, sendo observado grande infiltrado de células mononu-
cleares no SNC dos animais (PATERSON, 1960). Mas somente quando Ben-Nun, Wekerle e 
Cohen conseguiram isolar e propagar in vitro clones de células T específicos para proteína bá-
sica de mielina, foi atribuída a essas células a mediação da doença (BEN-NUN; WEKERLE; 
COHEN, 1981). Os clones específicos foram cultivados e transferidos adotivamente para ratos 
singênicos saudáveis, que manifestaram EAE em poucos dias (BEN-NUN; WEKERLE; 
COHEN, 1981). Esses achados também foram importantes para comprovação do caráter autoi-
mune do modelo. 
A EAE também pode ser induzida em camundongos. Bernard e Carnegie descreve-
ram a indução de EAE em camundongos SJL em 1975. Isso foi possível utilizando MBP como 
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principal antígeno encefalitogênico, adjuvante completo de Freund (CFA) suplementado com 
MT e duas doses de Bordetella pertussis (BERNARD; CARNEGIE, 1975). A adição de Per-
tussis se mostrou importante para o desenvolvimento da doença nesses animais. Outra linhagem 
possível de ser utilizada é a C57BL/6. Mendel, de Rosbo e Ben-Nun estabeleceram a indução 
de EAE nesses animais por meio de imunização com peptídeo 35-55 de MOG (MENDEL; DE 
ROSBO; BEN-NUN, 1995). Por meio de imunização em duas etapas na ausência e na presença 
de Pertussis, foi possível observar uma EAE de curso crônico, com inflamação e desmieliniza-
ção no SNC dos animais, semelhantes ao descrito com o uso de MBP e PLP. 
É válido ressaltar que variações no antígeno utilizado na indução da doença e na 
espécie animal escolhida geram comportamentos diferentes do sistema imune, levando a vari-
adas formas de manifestação da EAE. Por exemplo, em ratos Lewis é possível desenvolver uma 
EAE aguda utilizando MBP, o que resulta em uma inflamação no SNC com forte participação 
de células T e fraca resposta de anticorpos. Nesse caso, pouca desmielinização e comporta-
mento monofásico da doença são observados (GOLD; LININGTON; LASSMANN, 2006). Por 
outro lado, em cobaias, homogenatos de medula espinhal e MT podem levar ao desenvolvi-
mento de um curso de EAE crônico com surtos mais semelhante aos observados na EM 
(WISNIEWSKI; KEITH, 1977). Assim, os pesquisadores devem avaliar as hipóteses que pre-
tendem investigar e escolher espécie e antígeno adequados para que obtenham as respostas para 
as perguntas realizadas. 
Dentre os animais anteriormente descritos, os camundongos se destacam como va-
lioso modelo. Algumas de suas vantagens são: doença mais homogênea entre os animais; pos-
sibilidade de realização de modificações genéticas nos animais para estudo de genes específicos 
envolvidos na patogênese de doenças autoimunes; maior disponibilidade de materiais para tra-
balho com esses animais; identificação de linhagens susceptíveis a EAE; e variações no curso 
da doença a depender da linhagem utilizada (GOLD; LININGTON; LASSMANN, 2006). Ape-
sar desses benefícios, é importante que sejam consideradas também as limitações de uso desses 
animais. Não há como mimetizar com perfeição toda a complexa resposta imune envolvida na 
EM, logo nem todos os comportamentos observados na EAE vão ser compatíveis com o que 
ocorre na EM. Exemplos são a intensa participação de células T CD4 na EAE em murinos e de 
células T CD8 na EM; o fato que diversas substâncias capazes de prevenir ou controlar a EAE 
não apresentarem tais ações na EM; as lesões no SNC de murinos se concentram na medula 
espinhal, enquanto na EM as lesões são predominantemente em cérebro e cerebelo (BAKER et 
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al., 2011; BEHAN; CHAUDHURI, 2014; DIDONNA, 2016). Tais diferenças reforçam o cui-
dado que se deve ter na interpretação de resultados obtidos em modelos de EAE. 
1.2. Imunopatogênese da Esclerose Múltipla e da Encefalomielite Experimental Au-
toimune 
De modo simplificado, a resposta imunológica envolvida na EM e na EAE pode ser 
explicada da seguinte forma: Primeiro, por serem doenças autoimunes, células T autorreativas 
que escapam às etapas de seleção central e periférica devem existir naturalmente no sistema. 
Em seguida, tais células devem receber algum estímulo de ativação e sinais para migração ao 
sistema nervoso central, atravessando a barreira hematoencefálica. No caso da EAE, tais estí-
mulos são fornecidos por meio da imunização, com os antígenos de mielina e adjuvantes. Che-
gando ao SNC, as células T autorreativas interagem com as células apresentadoras de antígenos 
(APCs) locais e são reativadas, promovendo um dano inicial. Esse dano funciona como estí-
mulo para ativação de células residentes, como micróglia e astrócitos, e recrutamento de outras 
células da imunidade inata, como macrófagos, e adaptativa, como células B, por meio da libe-
ração de quimiocinas. Portanto, há intensa inflamação com participação de citocinas pró-infla-
matórias, sistema complemento, anticorpos e estresse oxidativo, por exemplo. Por último, a 
inflamação é controlada e ocorre um período de recuperação do SNC (GOLD; LININGTON; 
LASSMANN, 2006; POUTIAINEN et al., 2016; VON GLEHN et al., 2014).  
Dentre os múltiplos fatores atuantes na EAE, e provavelmente na EM também, des-
taca-se a participação de células T CD4+ reativas aos componentes de mielina. Isto porque 
essas células são tidas como mediadoras da autoimunidade. Inicialmente, acreditava-se que as 
células T helper 1 (Th1) produtoras de Interferon gamma (IFN-γ) eram as principais atuantes, 
uma vez que a transferência adotiva dos linfócitos Th1 específicos para componentes da mielina 
se mostrou capaz de induzir EAE em murinos. Além disso, era possível identificar presença 
significativa de IFN-γ no SNC dos animais com EAE e nas lesões dos pacientes com EM 
(FLETCHER et al., 2010).  
Outro fator que corroborava a participação de células Th1 era que os animais inca-
pazes de utilizar a Interleucina-12-p-40 -/- (IL-12-p-40 -/-) se mostraram resistentes a EAE, sendo 
IL-12 uma citocina necessária para o desenvolvimento de linfócitos Th1. Contudo, descobriu-
se que essa subunidade p40 era compartilhada com outra citocina, IL-23, e esta era importante 
no desenvolvimento de uma população de linfócitos T CD4+ até então desconhecida, as células 
Th17, produtoras de IL-17 (FLETCHER et al., 2010). O estudo das células Th17 no modelo da 
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EAE se mostrou importante para caracterizar o papel dessas células como efetoras em doenças 
autoimunes e outras doenças (FLETCHER et al., 2010; IVANOV et al., 2006). 
Assim como as Th1, a transferência adotiva das células Th17 reativas a componen-
tes da mielina resultou na indução de EAE, e IL-17 pode ser encontrado nos infiltrados celulares 
da EAE e no sangue de pacientes com EM, demonstrando sua importância na doença 
(CARBAJAL et al., 2015). Um comportamento interessante das células Th17 é a alta plastici-
dade a depender das condições inflamatórias in vivo. Em modelo crônico de EAE, esses linfó-
citos mostraram que podem diminuir, ou cessar, a produção de IL-17 e aumentar a produção de 
IFN-γ, passando a contribuir com a maior parte do IFN-γ encontrado nas lesões do SNC 
(HIROTA et al., 2011). Hoje, sabe-se que a participação Th1, Th17 e Th17 produtoras de IFN-
γ na EM é variada de um paciente para outro, confirmando o caráter heterogêneo da patologia 
(CARBAJAL et al., 2015).                                                                              
1.3. Dimetil fumarato no tratamento da Esclerose Múltipla 
Terapias modificadoras da Esclerose Múltipla 
Geralmente, os tratamentos disponíveis buscam modificar a doença, considerando 
especialmente seu caráter inflamatório. Visa-se a diminuição no número de surtos, a redução 
nas lesões no SNC observados por ressonância magnética e o atraso no nível de incapacidade. 
Medicações imunossupressoras são utilizadas em caráter especial para controle dessa doença, 
por deixarem o sistema imune vulnerável a eventuais patógenos. Durante os surtos, são utiliza-
dos corticosteroides em doses elevadas para amenizar os sintomas do paciente (VON GLEHN 
et al., 2014). 
Dentre as terapias utilizadas no Brasil para o tratamento da EM, destacam-se: As 
betainterferonas e o acetato de glatirâmer (AG), os quais foram os primeiros a serem desenvol-
vidos e representam a intervenção terapêutica mais prescrita para os pacientes com EMRR no 
Brasil, pois são a primeira linha de tratamento adotada nacionalmente; As terapias orais como 
o fingolimode e o fumarato de dimetila (dimetil fumarato; DMF), sendo ambos segunda linha 
de tratamento no Brasil; E os anticorpos monoclonais, a exemplo do anti-VLA4 (natalizumabe), 
terceira linha de tratamento nacionalmente (FIGUEIREDO; VIANNA, 2019). 
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Dimetil fumarato 
Enfatizando a aplicação de dimetil fumarato como terapêutico, tem-se que este é 
um dos ésteres do ácido fumárico, o qual vem sendo utilizado de modo empírico, em composi-
ção com outras moléculas, no tratamento de psoríase, doença autoimune, na Alemanha e em 
alguns países do norte europeu desde o final dos anos 50 (MROWIETZ; CHRISTOPHERS; 
ALTMEYER, 1999). Estudos clínicos controlados com o fármaco foram realizados somente 
40 anos depois do início de sua prescrição, confirmando os efeitos benéficos na melhora dos 
pacientes com psoríase. Assim, sob o nome comercial de Fumaderm® (Biogen Inc.), uma com-
posição contendo dimetil fumarato e sais de etil hidrogeno fumarato passou a ser formalmente 
utilizada (MROWIETZ; CHRISTOPHERS; ALTMEYER, 1999). Os principais benefícios re-
latados foram redução de área e gravidade das lesões de pele, e diminuição na recorrência da 
doença na maioria dos pacientes. Adicionalmente, efeitos colaterais do tratamento foram ob-
servados em cerca de 70% dos pacientes nos estudos clínicos. Os mais comuns foram descon-
forto intestinal, como dores abdominais e diarreia, e vermelhidão na pele, ocasionalmente 
acompanhada de sensação de queimação. Outros efeitos observados nos pacientes com psoríase 
foram redução no número de linfócitos circulantes, tanto B quanto T, e aumento no número de 
eosinófilos (MROWIETZ; CHRISTOPHERS; ALTMEYER, 1999). 
 Após a constatação de sua ação clínica, diversos estudos foram conduzidos em 
vista a investigar os efeitos imunológicos do tratamento com dimetil fumarato no contexto da 
psoríase. Sabe-se que a administração oral de DMF leva à sua conversão a monometil fumarato 
(MMF), considerado seu principal metabólito ativo, por ação de esterases presentes no intestino 
(WERDENBERG et al., 2003). Dessa forma, estudos in vitro são no geral conduzidos com 
DMF e MMF. Com relação às células T, foi observada uma alteração no padrão de expressão 
de citocinas das células Th1 para produção de citocinas das células Th2, configurando a mu-
dança de uma resposta pró-inflamatória para um caráter anti-inflamatório. Já sobre os querati-
nócitos, presentes nos sítios de inflamação da psoríase, o tratamento com DMF levou à inibição 
de quimiocinas importantes para o recrutamento de neutrófilos e células T ativadas. Em co-
cultura dos queratinócitos com células T, também foi observada inibição de citocinas pró-infla-
matórias como IFN-γ e IL-6. Dessa forma, DMF parece atuar promovendo efeito anti-inflama-
tório em respostas imunes do tipo Th1 (MEISSNER et al., 2012). 
Como mencionado, a esclerose múltipla também é uma doença autoimune em que 
parece prevalecer uma resposta imunológica do tipo Th1 e Th17. Esse foi um dos motivos que 
levou à investigação do efeito do dimetil fumarato no tratamento da EM. Em 2012, dois estudos 
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clínicos de fase 3 investigando o uso do dimetil fumarato puro no tratamento de pacientes com 
a forma remitente recorrente da EM foram publicados. No estudo CONFIRM, foram compara-
dos o uso de DMF 240 mg por duas e três vezes ao dia, AG 20 mg por uma vez ao dia e placebo 
(FOX et al., 2012). Os dois regimes de tratamento com DMF tiveram efeitos similares ou me-
lhores do que o fármaco estabelecido no mercado quando ambos foram comparados ao placebo. 
Por exemplo, menor taxa anual de surtos, redução no número de novas lesões cerebrais e no 
tamanho de lesões já existentes visualizadas por imagem de ressonância magnética (IRM). De 
modo complementar, o segundo estudo, DEFINE, buscou determinar a eficácia e segurança do 
uso de DMF (GOLD et al., 2012). Foram utilizados os mesmos regimes de tratamento com 
DMF e placebo que no estudo CONFIRM. Os tratamentos com DMF reduziram os surtos anu-
ais, assim como no estudo anterior, e também apresentaram maior demora para observação do 
primeiro surto, sendo 38 semanas a média do primeiro surto do grupo placebo e 81 semanas 
(dose de 2 vezes ao dia) e 91 semanas (dose de 3 vezes ao dia) o tempo médio dos pacientes 
recebendo DMF. Ao final do estudo, observou-se também menor gravidade na progressão da 
doença nos grupos com DMF em relação placebo. Por fim, a melhora nas lesões cerebrais ob-
servadas por IRM também foi significativa. Ambos os estudos reportaram como principais efei-
tos colaterais associados a vermelhidão na pele e desconfortos gastrointestinais, de intensidade 
leve a moderada, assim como o descrito nos estudos com psoríase. 
Por fim, considerando os benefícios do DMF superiores aos seus efeitos colaterais 
e uma melhor aceitação dos pacientes devido a seu uso oral,  o uso do fármaco puro sob o nome 
comercial de Tecfidera® (Biogen, Inc) foi aprovado para o tratamento das formas de EMRR 
pelas autoridades sanitárias de Estados Unidos (US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 
2013) e União Europeia (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2013). No Brasil, o medica-
mento foi aprovado para uso em 2015 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2015). 
1.4.  Mecanismos de ação do dimetil fumarato 
Os modos como o dimetil fumarato pode atuar melhorando os sintomas dos paci-
entes com EM ainda não foram completamente elucidados. Estudos in vitro e com o modelo 
animal da encefalomielite experimental autoimune têm contribuído com novas informações a 
esse respeito. 
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Atualmente, um dos mecanismos de ação atribuído ao DMF é a via de ativação do 
fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), a qual culmina na ativação de uma res-
posta antioxidante nas células do sistema nervoso central que auxiliaria no controle da inflama-
ção (LINKER et al., 2011). Linker e colaboradores (2011) mostraram que o tratamento com 
DMF foi capaz de reduzir em 60% a desmielinização nos animais com EAE crônica. A ativação 
da via de Nrf2 em neurônios de cerebelo, núcleo do tronco cerebral e córtex motor, em oligo-
dendrócitos, em alguns astrócitos, mas não na micróglia, estaria diretamente relacionada a esse 
efeito protetor do medicamento. Brevemente, no citoplasma dessas células, o metabolito ativo 
MMF modifica Keap1, inibidor de Nrf2, e, assim, Nrf2 se mantém íntegro e migra para o nú-
cleo, onde interage com o elemento de resposta antioxidante (ARE) (PUBCHEM DATABASE, 
2019). Dessa forma, variados genes antioxidantes, como NAD(P)H/quinona oxirredutase  e 
heme oxigenase-1 e glutationa S-transferase, são ativados e compostos como a glutationa 
(GSH) têm sua síntese aumentada (ALBRECHT et al., 2012; PUBCHEM DATABASE, 2019). 
Considerando a inflamação local observada na esclerose múltipla e na EAE e que 
MMF é capaz de ultrapassar a barreira hematoencefálica, um aumento da síntese de GSH por 
células do SNC pode promover a proteção dessas células frente ao intenso estresse oxidativo 
gerado pelas células imunes (ALBRECHT et al., 2012). Além da ativação de genes antioxidan-
tes, a via Nrf2 também pode ser associada a modulação negativa da produção de citocinas pró-
inflamatórias em macrófagos (KOBAYASHI et al., 2016). 
A ativação da via Nrf2 não seria a única forma de ação do DMF. Experimentos com 
a indução de EAE em camundongos com o gene de Nrf2 silenciado mostraram que o tratamento 
com DMF levou a diminuição de infiltrado celular no sistema nervoso central e a diminuição 
de células T pró-inflamatórias dos tipos Th1 e Th17 em proporções similares ao observado nos 
camundongos selvagens (SCHULZE-TOPPHOFF et al., 2016). Logo, outros mecanismos de-
vem contribuir para o efeito benéfico observado. 
Estudos in vitro apontam que DMF poderia inibir diretamente a ação do fator de 
transcrição NF-κB. DMF mostrou diminuir a atividade de NF-κB de maneira dose dependente, 
com a observação de redução na concentração de moléculas pró-inflamatórias em células de 
camundongos e células humanas (GILLARD et al., 2015). Sua ação se mostrou similar ao com-
portamento de inibidores conhecidos desse fator de transcrição, tendo destaque a inibição da 
translocação de NF-κB para o núcleo das células e o impedimento de sua ligação ao DNA 
(GERDES; SHAKERY; MROWIETZ, 2007; GILLARD et al., 2015). Tais efeitos não foram 
observados nas concentrações de MMF testadas (GERDES; SHAKERY; MROWIETZ, 2007; 
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GILLARD et al., 2015). Essa ação poderia contribuir na diminuição da atividade pró-inflama-
tória característica da EM e da EAE. 
A regulação negativa da glicólise é mais uma forma de ação de DMF e seu meta-
bólito MMF recentemente investigada. Kornberg e colaboradores (2018) mostraram que tanto 
DMF quanto MMF, por serem derivados da molécula de fumarato, são capazes de realizar suc-
cinação, um processo no qual podem modificar covalentemente resíduos do aminoácido ciste-
ína. O estudo demonstrou que ambos os compostos modificam as cisteínas do sítio ativo do 
gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), inibindo-o de modo irreversível. GAPDH é 
uma enzima participante de uma das etapas da glicólise, processo de metabolismo de carboi-
dratos e, consequentemente, etapa da respiração celular (NELSON; COX, 2014, p. 544–558).  
Tal efeito foi observado em células imunes ativadas in vitro – células de murinos e células 
humanas, in vivo – após a administração oral de DMF em camundongos, e em pacientes com 
EM recebendo a medicação Tecfidera. O estudo não aponta se houveram diferenças na expres-
são gênica de GAPDH. Em células não estimuladas não foi observada a regulação negativa da 
via glicolítica (KORNBERG et al., 2018). Essa regulação em células imunes ativas pode ser 
importante para favorecer o balanço da resposta imune em favor de uma resposta anti-inflama-
tória. Contudo, mais estudos são necessários para averiguar o impacto real da modulação dessa 
via do metabolismo celular no modelo animal e nos pacientes com EM. 
Por fim, outra via proposta para a ação do DMF é o estímulo do receptor do ácido 
carboxílico 2 (HCAR2) por meio de MMF. Parodi e colaboradores (2015) mostraram que a 
micróglia ativada quando em presença de MMF muda seu padrão de expressão clássico pró-
inflamatório para um padrão alternativo, no qual há a regulação negativa de tais fatores pró-
inflamatórios. Em mais detalhes, MMF liga-se a HCAR2, ativando-o e promovendo a possível 
liberação de sua subunidade βγ. Essa subunidade ativa fosfolipase C, liberando fosfatidil inosi-
tol trifosfato e levando ao aumento na concentração intracelular de íons Ca2+. A maior disponi-
bilidade de Ca2+ incrementa a atividade da quinase CaMKK2, a qual fosforila AMPK. Por sua 
vez, AMPK promove o aumento na biossíntese de NAD+ por meio da ativação de enzima cru-
cial na conversão de nicotinamida a NAD+. A maior disponibilidade de NAD+ no meio favo-
rece a ação de desacetilase de SIRT1, resultando na desacetilação de aminoácido da subunidade 
p65 de NF-κB por ação de SIRT1. Dessa maneira, a via NF-κB é inibida e os genes pró-infla-
matórios regulados por esse fator são suprimidos. Demonstrou-se então que a ação de MMF na 
micróglia é resultante da ativação de HCAR2 (PARODI et al., 2015) e não da via de Nrf2 
(LINKER et al., 2011). 
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Além da micróglia, o receptor HCAR2 encontra-se expresso em outros tipos celu-
lares, como queratinócitos e células de Langerhans (HANSON et al., 2010), células do epitélio 
intestinal (CRESCI et al., 2010), células dendríticas, monócitos e neutrófilos, mas não em lin-
fócitos T ativados (CHEN et al., 2014; PENG et al., 2012). O efeito colateral de vermelhidão 
observado no tratamento com DMF também estaria associado a ativação de HCAR2, mas em 
células da pele. MMF ativa HCAR2 em queratinócitos (fase tardia) e células de Langerhans 
(fase inicial), ocasionando a geração de prostanóides catalisados por ciclooxigenases 1 e 2. No 
caso dos queratinócitos foi observada maior produção de Prostaglandina E2 (PGE2), a qual 
participaria dos eventos de vasodilatação importantes na reação de vermelhidão e queimação 
na pele (HANSON et al., 2010).  
A relevância da via de ação do HCAR2 pelo DMF foi reafirmada no tratamento da 
EAE em animais knockout para HCAR2-/- (CHEN et al., 2014). Em comparação com os animais 
wild type, o tratamento com DMF não resultou na mesma melhora nos sinais clínicos e o infil-
trado celular no SNC dos animais foi maior, com alta concentração de neutrófilos. Dessa forma, 
parte do efeito benéfico do tratamento com DMF estaria associada a um estímulo de HCAR2. 
1.5.  Regulação imunológica na mucosa intestinal 
Como já foi mencionado, a conversão de DMF ao seu principal metabólito ativo 
ocorre na região intestinal. O ambiente intestinal apresenta ligação muito direta com o sistema 
imune, pois é uma região em contato constante com antígenos e padrões moleculares exógenos 
oriundos da microbiota e da alimentação. Para que não sejam desencadeadas reações inflama-
tórias constantemente, diversas células e moléculas de linfonodos mesentéricos, tecidos linfoi-
des associados a mucosa e lâmina própria atuam em conjunto para manter a homeostase na 
mucosa intestinal. Exemplos são os plasmócitos secretores de IgA, células linfoides inatas, lin-
fócitos Tγ⸹, linfócitos Th17 e T reguladores (Tregs) (TANOUE; ATARASHI; HONDA, 2016).  
Destacando os linfócitos Tregs, tem-se que estes são importantes reguladores do 
sistema imunológico como um todo, sendo sua ausência associada ao desenvolvimento espon-
tâneo de diversas doenças autoimunes (SAKAGUCHI et al., 1985, 1995). Nos pacientes com 
EM, por exemplo, esse conjunto de células parece ter função reduzida (VIGLIETTA et al., 
2004). 
Dentre as funções propostas para as Tregs estão a produção direta de citocinas anti-
inflamatórias, competição com células T efetoras pelos estímulos de APCs e interação com 
células dendríticas para indução de moléculas inibitórias de células T efetoras (CARIDADE; 
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GRACA; RIBEIRO, 2013). A presença do fator de transcrição forkhead box P3 (Foxp3) foi 
identificada como fundamental para estabelecimento e manutenção das funções reguladoras nas 
células T CD4 (BRUNKOW et al., 2001; LIN et al., 2007).  
Os tipos de Tregs que parecem exercer atividades reguladoras no SNC incluem 
Tregs naturais (nTregs), que são células T CD4+ que surgem no timo e expressam alta e cons-
titutivamente CD25, cadeia α do receptor de IL-2, e Foxp3 (FONTENOT; GAVIN; 
RUDENSKY, 2003; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003; ITOH et al., 1999; 
SAKAGUCHI et al., 1995, 2009); e Tregs induzíveis (iTregs), que podem ser induzidos na 
periferia durante uma resposta autoimune ou inflamatória, e podem ou não expressar Foxp3. 
Esses necessitam de um conjunto de estímulos complexos para que se diferenciem, sendo mais 
provável sua ocorrência em regiões de mucosa (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Os 
iTregs incluem: (1) linfócitos Th3, que são originários de células T naïve CD4+ ou CD8+ e 
secretam TGF-β (CHEN et al., 1994); (2) células Tregs tipo 1 (Tr1), que são derivados de pre-
cursores de T CD4+ e secretam IL-10 (GROUX et al., 1997); (3) linfócitos T CD8+CD28− que 
induzem as APCs, especialmente as células dendríticas (DCs), a se tornarem tolerantes através 
do contato célula-célula, além de secretarem IL-10, TGF-β, IFN-γ, CCL4 e serem capazes de 
matar diretamente células T CD4+ efetoras e outras APCs (VUDDAMALAY; VAN 
MEERWIJK, 2017). 
Em estudos de tolerância oral com MBP no modelo da EAE em camundongos SJL, 
foi vista a indução de células Th3 nos linfonodos mesentéricos (CHEN et al., 1994) e nas placas 
de Peyer (SANTOS et al., 1994) dos animais pré-tratados com MBP. Tais células mostraram 
elevada produção de TGF-β e capacidade de inibir as células efetoras Th1, resultando em me-
lhora dos sinais clínicos da doença. Esses achados reforçam a importância que a geração de 
células T reguladoras na mucosa intestinal pode ter na EAE. 
Outras células importantes para manutenção do equilíbrio da mucosa intestinal são 
as próprias células que constituem o epitélio do intestino. Além de contribuírem como barreira 
física do sistema imune, essas células também participam ativamente interagindo com as células 
do sistema imune e produzindo moléculas que influenciam no funcionamento dessas. Em tra-
balho com células do epitélio intestinal de rato, foi visto que a co-cultura dessas com linfócitos 
ativados para MBP, MT e Concanavalina A (Con A) levou a inibição da proliferação dos lin-
fócitos de maneira dependente de concentração (SANTOS et al., 1990). Tal efeito inibitório foi 
associado a liberação de prostaglandinas, especialmente a PGE2, pelas células epiteliais.  
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No trato gastrointestinal, a PGE2 se destaca como prostanóide mais importante por 
estar associada a eventos como proteção da mucosa intestinal e motilidade (DEY; LEJEUNE; 
CHADEE, 2006). Já nas células do sistema imune, PGE2 pode atuar tanto como mediador da 
inflamação, estimulando ativação e migração de células da imunidade inata, quanto como fator 
supressor, induzindo a produção de citocinas anti-inflamatórias e supressão de citocinas pró-
inflamatórias. Ademais, esse prostanóide também pode influenciar na geração de células T re-
guladoras periféricas e participar na interação de células dendríticas com Tregs (KALINSKI, 
2012).  
Em camundongos com EAE foi visto que a administração de ácidos graxos de ca-
deia curta leva a geração de células Tregs no ambiente intestinal, tendo como consequência a 
melhora dos sinais da doença e a redução no dano axonal (HAGHIKIA et al., 2015). Em adição, 
é sabido que o receptor HCAR2 expresso em células do epitélio intestinal também funciona 
como receptor para o butirato, ácido graxo de cadeia curta comumente liberado pelo microbi-
oma (CRESCI et al., 2010). Diante disso, surgiu o questionamento se o dimetil fumarato, por 
meio de seu metabólito monometil fumarato, poderia estar interagindo também com as células 
do epitélio intestinal via HCAR2, modulando a geração de citocinas e a diferenciação de células 
T reguladoras. Dessa forma, esse estudo busca investigar o efeito do DMF no tratamento de 
camundongos com EAE, considerando principalmente as células que atuam na mucosa intesti-
nal.  
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2. HIPÓTESE 
O dimetil fumarato é capaz de amplificar a resposta anti-inflamatória na mucosa 
intestinal de camundongos com encefalomielite experimental autoimune por meio da geração 
de células T reguladoras.  
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3. OBJETIVOS 
3.1. Objetivo Geral 
Investigar o efeito da administração do dimetil fumarato sobre a resposta imune da 
mucosa intestinal de camundongos com encefalomielite experimental autoimune. 
3.2. Objetivos Específicos 
 Identificar células da resposta imune, dentre linfócitos T CD4 e CD8 e linfócitos T regula-
dores, na mucosa intestinal de camundongos com encefalomielite experimental autoimune 
tratados com dimetil fumarato. 
 Avaliar a expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias em linfonodos mesentéri-
cos após o tratamento com dimetil fumarato. 
 Determinar a expressão gênica do receptor HCAR2 pelas células epiteliais intestinais após 
o tratamento com dimetil fumarato.  
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4. METODOLOGIA 
4.1. Animais 
Camundongos C57Bl6 wild type, fêmeas de 8 a 10 semanas, obtidos no Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório 
(CEMIB – UNICAMP) foram utilizados nos experimentos. Os animais foram mantidos em 
biotério livre de patógenos específicos, recebendo água potável e ração (Nuvilab - Quimtia), 
ambas esterilizadas, à vontade durante todo o período. A temperatura ambiente foi mantida 
entre 21-23 ºC e um ciclo de claro/escuro de 12 h cada foi utilizado. A manipulação dos animais 
seguiu todas as recomendações atualizadas do Conselho Nacional de Controle de Experimen-
tação Animal (CONCEA) e a aprovação para a pesquisa foi obtida na Comissão de Ética no 
Uso de Animais da Unicamp (CEUA/UNICAMP) com o número de registro 4884-1/2018. 
4.2.  Neuroantígeno 
Foi utilizado como neuroantígeno o peptídeo 35-55 da glicoproteína de mielina de 
oligodendrócitos (MOG35-55) (N-MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK-C) (Proteimax). 
4.3.  Indução da Encefalomielite Experimental Autoimune 
Para a indução de EAE, dois tipos de estratégia de imunização foram utilizados, 
dependendo do experimento. Ambas induzem eficientemente a doença nos camundongos 
C57Bl6. 
1) Método tradicional: 100 µL de emulsão (constituída de 100 µg MOG35-55 diluído em 50 
µL de tampão fosfato salina (PBS), emulsificado em igual volume com Adjuvante Com-
pleto de Freund (CFA) (Sigma-Aldrich, nº F5881), o qual foi suplementado com Myco-
bacterium tuberculosis inativado (MT, H37RA) (Difco, nº DF3114-33-8), 8 mg/mL) 
foram administrados por animal na região axilar, por via subcutânea. Logo após a imu-
nização e dois dias depois, foram aplicados 200 ng de toxina Pertussis (Sigma-Aldrich, 
nº P7208), via intraperitoneal, por animal.  
2) Método alternativo: nesse método, duas doses de emulsão foram administradas. Na pri-
meira, utilizou-se 100 µg de MOG35-55 em CFA contendo 400 µg de MT, por animal, 
via subcutânea e na região axilar. Após seis dias, em cada animal foi aplicado um re-
forço com mais 50 µg de MOG35-55 em CFA contendo 400 µg de MT, também por via 
subcutânea. 
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4.4.  Tratamento com dimetil fumarato 
No preparo das doses, os cristais de DMF (Sigma-Aldrich, nº 242926) foram ma-
cerados até a obtenção de um pó com menor granulação. Em seguida, o composto foi solubili-
zado em um dos seguintes veículos: metil celulose 0,4% ou 0,05% (Methocel; Sigma-Aldrich), 
ou PBS, todos preparados com água potável estéril. As soluções resultantes se apresentaram na 
forma de suspensão.  
Para investigação do modo de ação do DMF, os animais com EAE foram divididos 
em grupos recebendo o veículo ou DMF nas doses de 7,5, 15, ou 30 mg/kg a cada 12 h, via 
gavagem, a partir do dia seguinte a imunização (segunda aplicação de Pertussis ou segunda 
dose de emulsão). Para o preparo das doses, a massa dos animais foi padronizada como 20 g. 
Em algumas situações, um grupo de animais com EAE (controle EAE), sem receber DMF ou 
veículo, foi utilizado para comparações. 
4.5.  Evolução clínica da EAE 
Os sinais clínicos da EAE foram monitorados diariamente após o sétimo dia de 
imunização. A evolução da doença foi graduada da seguinte maneira: grau 0 = não doente; grau 
1 = perda total do tônus da cauda; grau 2 = perda do movimento de ambas as patas traseiras, 
paraplegia; grau 3 = perda da musculatura abdominal, emagrecimento abdominal; grau 4 = te-
traplegia; grau 5 = morte. 
4.6.  Método de eutanásia 
Após o período de tratamento, os animais foram eutanasiados por meio de exsan-
guinação sob anestesia (anestésico: Ketamina (240 mg/kg) e Xilasina (39 mg/kg)). A morte foi 
confirmada pela verificação de apneia e assistolia. 
4.7.  Obtenção das células 
Órgãos linfóides 
Linfonodos mesentéricos foram removidos assepticamente. Os materiais foram ma-
cerados em PBS, pH 7,3, contra separador celular de 70 µm para obtenção de suspensão celular 
rica em leucócitos. 
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Epitélio intestinal 
A extração das células epiteliais intestinais (IEC) foi realizada de acordo com Fel-
lows e colaboradores, com modificações (2018). Os intestinos foram coletados a partir da por-
ção do íleo terminal (~4 cm), passando por cécum, até o cólon proximal (~3 cm) (CRESCI et 
al., 2010). O lúmen dos órgãos foi lavado delicadamente com PBS, sem cálcio ou magnésio, 
gelado, pH 7,3. Em seguida, os segmentos foram abertos longitudinalmente e novamente lava-
dos com PBS gelado. Os tecidos foram cortados em pequenos pedaços (0,5 cm) e lavados com 
10 mL solução balanceada de Hanks (HBSS) (Sigma-Aldrich, nº H9269) adicionada de soro 
fetal bovino 5% (SFB) três vezes, sendo por fim transferidos para tubos com 30 mL de HBSS 
adicionado de 2 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A remoção das células 
epiteliais se deu por seis repetições de um ciclo de vortex dos fragmentos por 15 s, e incubação 
a 37 °C por 10 min. O meio foi então filtrado com o auxílio de separador celular (70 µm) para 
um novo tubo, o qual foi centrifugado (1400 rpm, 4 °C, 10 min) para obtenção de um precipi-
tado contendo as células epiteliais do intestino. Após o processamento, as células foram sus-
pensas em 1 mL de PBS para utilização nos experimentos. 
Células viáveis foram contabilizadas em microscópio óptico por meio do teste de 
exclusão com azul de tripan (Sigma-Aldrich, nº 93595), utilizando uma câmara de Neubauer 
(STROBER, 2001). 
4.8.  Citometria de fluxo 
Células T 
Para observação das proporções de células T totais, foi realizada citometria de fluxo 
utilizando um dos seguintes painéis de marcadores:  
1) anti-mouse CD3 PE (Becton Dickinson), CD4 PerCP Cy 5.5 (Becton Dickinson) e CD8 
PE Cy7 (Becton Dickinson).  
2) anti-mouse CD3 PE Cy7 (Becton Dickinson), CD4 PerCP Cy 5.5 (Becton Dickinson) e 
CD8 PE (Becton Dickinson).  
As amostras foram incubadas com os fluoróforos na diluição de 1:100, durante 30 
min, no gelo. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas (1300 rpm, 6 min, 
4 ºC) e o precipitado suspenso em 300 µL de PBS para leitura no citômetro de fluxo BD FACS 
Verse™. 
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Células T reguladoras 
Para análise das células Tregs foi realizada uma marcação extracelular nas células 
dos órgãos linfoides utilizando os marcadores anti-mouse CD3 PE Cy 7 (Becton Dickinson), 
CD4 PerCP Cy 5.5 (Becton Dickinson) e CD25 APC (Becton Dickinson), todos na diluição de 
1:100, durante 30 min, no gelo. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas 
e o precipitado suspenso em 200 μL de solução de fixação e permeabilização (Invitrogen, nº 
512343) por 20 min. As células foram novamente lavadas e os tubos incubados com anti-mouse 
Foxp3 PE (1:100; Becton Dickinson) overnight. Finalmente, os tubos foram lavados, centrifu-
gados nas mesmas condições anteriormente mencionadas e as células suspensas em 300 µL de 
PBS para processamento no citômetro de fluxo BD FACS Verse™.  
Em alguns experimentos o fluoróforo associado ao anti-Foxp3 foi o APC, nessas 
situações, não foi feita a marcação com CD25. 
Células do epitélio intestinal e expressão de HCAR2 
Para a identificação das IEC, foram utilizados os marcadores de superfície anti-
mouse CD31 APC (Biolegend), CD45 FITC (Biolegend), CD326/Epcam PE Cy 7 (Biolegend) 
e anti-human GPR109a/HCAR2 PE (R&D Systems), todos na diluição de 1:100. Após 30 min 
de marcação no gelo e no escuro, os tubos foram lavados, centrifugados nas mesmas condições 
já mencionadas e as células suspensas em 300 µL de PBS para processamento no citômetro de 
fluxo BD FACS Verse™. 
Enriquecimento das células do epitélio intestinal 
Para investigação da expressão de HCAR2 a nível de RNA mensageiro (mRNA), 
duas populações de IEC foram enriquecidas da amostra total por citometria de fluxo no cell 
sorter BD FACSAria™ IIu. As IEC foram marcadas com anti-mouse CD45 FITC e Epcam PE 
Cy 7, nas mesmas condições anteriormente citadas, e processadas no cell sorter para recupera-
ção das populações Epcam+CD45-, maioria das IEC, e Epcam+CD45+, pequena população de 
IEC (HABER et al., 2017). Ambas as populações foram investigadas quanto a expressão de 
HCAR2. 
Análise 
Os dados processados nos citômetros de fluxo foram analisados no programa Flow 
Jo, versão 10. As estratégias de gates para os painéis utilizados encontram-se representadas no 
ANEXO I.   
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4.9.  Reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) 
Obtenção de RNA total 
Para obtenção de RNA total, dois métodos de extração foram utilizados, a depender 
do número de células das amostras. Para amostras com mais de 1 x 106 células, realizou-se a 
extração com Trizol (Invitrogen, nº 15596018) e clorofórmio, seguindo as instruções do fabri-
cante. Já as amostras com menos de 1 x 106 células, foram processadas utilizando o kit comer-
cial RNeasy microkit (Qiagen, nº 74004) também segundo instruções do fabricante. A pureza e 
a concentração dos materiais obtidos foram analisadas em equipamento nanodrop (Thermo Sci-
entific 2000). 
Conversão para cDNA 
O mRNA extraído foi convertido a cDNA usando-se o kit de conversão High Ca-
pacity cDNA (Thermo-Fisher, no 4368814), também de acordo com as instruções do fabricante. 
Para cada reação, foi adicionada a quantidade de 1 µg de RNA total. Em termociclador (Eppen-
dorf AG 6321 BK016651), os seguintes passos de incubação foram aplicados: 25 ºC por 10 
min, 37 ºC por 2 h, 85 ºC por 5 min, finalizando a 4 ºC. 
RT-PCR 
Para análise da expressão de citocinas e do fator de transcrição Foxp3 nos linfono-
dos mesentéricos dos animais por RT-PCR, foi utilizada a técnica Taqman com o kit Lumino 
CT qPCR Ready Mix (Sigma, no L6669). O cDNA foi diluído 10 vezes e misturado ao master 
mix do fabricante, contendo as enzimas, cofatores, nucleotídeos e outros materiais necessários 
à amplificação dos segmentos de cDNA de interesse, em duplicata. No caso, foram adicionados 
os seguintes primers para a amplificação dos transcritos: Foxp3 (Mm00475162_m1), Tgfb1 
(Mm01178820_m1), Fator de necrose tumoral (TNF) (Mm00443258_m1), Il-10 
(Rn01483988_g1), Ifng (Mm01168134_m1), Il-12a (Mm01208555_m1) e Il-27 
(Mm00461164_m1) – Applied Biosystems. Como referência foi utilizado Gapdh 
(Mm99999915_g1) – Applied Biosystems.   
Para avaliação do nível de expressão de HCAR2, a RT-PCR foi conduzida utili-
zando SYBR green (Applied Biosystems, no 4367659). O cDNA foi diluído 20 vezes e mistu-
rado ao master mix do fabricante, contendo as enzimas, cofatores, nucleotídeos e outros mate-
riais necessários à amplificação dos segmentos de cDNA de interesse, em duplicata. No caso, 
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foram adicionados os seguintes primers para a amplificação dos transcritos de Hcar2 (Exxtend 
Biotecnologia Ltda), seguindo o descrito na literatura (CRESCI et al., 2010):  
Forward 5’ CGAGGTGGC-TGAGGCTGGAATTGGGT 3’ 
Reverse 5’ ATTTGCAGGGCCATTCTGGAT 3’  
Como controle interno, utilizou-se Gapdh de camundongo (ThermoFisher Scienti-
fic):  
Forward 5’ CATGGCCTTCCGTGTTCCTA 3’ 
Reverse 5’ TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT 3’ 
Todas as reações de RT-PCR foram conduzidas no equipamento Applied Biosys-
tems™ 7500 Fast Real-Time PCR System, com as seguintes etapas de incubação: 20 s a 50 ºC, 
10 min a 95 ºC, e 60 ciclos de 15 s a 95 ºC e 1 min a 60 ºC. Baseado nos valores de Ct para 
cada replicata e considerando os valores de expressão de Gapdh, foi calculado o valor de delta 
Ct representativo da quantidade de mRNA alvo em cada amostra (∆Ct =
Ct médio mRNA análise − Ct médio Gapdh). Em caso de desvio padrão maior que 0,5 nos va-
lores de Ct das replicatas, o resultado foi desconsiderado e nova RT-PCR foi realizada com a 
amostra. Os valores de expressão foram calculados utilizando a seguinte fórmula: 
Número de cópias mRNA de análise por número de cópias de Gapdh = 2−∆Ct 
4.10.  Análise estatística 
As análises estatísticas foram realizadas com a aplicação de testes não paramétricos 
no software GraphPad Prism 6. Foi aplicado teste de Kruskal-Wallis para comparação de três 
ou mais grupos, seguido do teste de Mann-Whitney para comparação entre pares. Diferenças 
foram consideradas significativas se apresentaram um valor P < 0,05. Os dados foram expressos 
como média e desvio padrão ou erro padrão da média.  
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5. RESULTADOS 
5.1. Efeito do dimetil fumarato nos linfonodos mesentéricos de animais com EAE 
O tratamento com dimetil fumarato foi realizado duas vezes ao dia, oralmente, nas 
doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, as quais foram escolhidas baseadas na literatura (CHEN et al., 
2014; LINKER et al., 2011; SCHILLING et al., 2006; TRAUB et al., 2019). Como veículo, foi 
utilizado methocel 0,4%, também seguindo o indicado na literatura (CHEN et al., 2014; 
SCHULZE-TOPPHOFF et al., 2016). A Figura 2 mostra o acompanhamento dos sinais clínicos 
da EAE durante 25 dias de tratamento. No décimo sexto e no décimo sétimo dia, os escores 
médios dos animais tratados com DMF 7,5 mg/kg e 30 mg/kg foram significativamente meno-
res que os escores médios do grupo controle EAE. Ademais, no décimo sétimo dia o escore 
clínico do grupo que recebeu Methocel também foi menor do que o grupo controle EAE (P < 
0,05). O método alternativo de indução da EAE foi utilizado somente para a avaliação do Escore 
Clínico dos animais diante dos tratamentos com DMF (Figura 2). Os demais experimentos aqui 
apresentados foram conduzidos utilizando o método tradicional. 
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Figura 2 - Evolução clínica da EAE em camundongos tratados com dimetil fumarato. Os 
pontos representam a média e o erro padrão da média do escore clínico de cada grupo. Os 
resultados foram obtidos de dois experimentos independentes. Controle EAE: animais imuni-
zados (n = 10); Veículo: animais imunizados recebendo Methocel 0,4% (n =10); DMF: animais 
imunizados recebendo dimetil fumarato nas doses de 7,5 mg/kg (n = 10), 15 mg/kg (n = 10) ou 
30 mg/kg (n = 5). Todos os animais foram imunizados seguindo o método alternativo, sem 
toxina Pertussis. Os grupos foram analisados em cada tempo de tratamento pelo teste de 
Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste para comparação entre pares, tendo como 
referência o grupo controle EAE. (*) P < 0,05; (**) P < 0,01.  
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Visando dar continuidade a investigação do efeito do tratamento na resposta imune 
dos animais, optou-se pela manutenção da menor e da maior dose de DMF, 7,5 e 30 mg/kg, 
para as análises posteriores. Uma menor concentração do veículo (methocel 0,05%) também 
foi adotada. 
As análises do efeito do tratamento com DMF na resposta imune durante a EAE 
tiveram como foco o monitoramento de células T e o acompanhamento da expressão total de 
citocinas nos linfonodos mesentéricos dos animais.  
Inicialmente, o tratamento foi analisado de modo longitudinal, nos dias 6, 10, 15 e 
21 após o início da administração de DMF. A proporção dos linfócitos T CD4 e CD8 monito-
rada por citometria de fluxo é mostrada na Figura 3. A proporção de células T CD4 se manteve 
por volta de 45% para os animais que receberam methocel 0,05% e para o grupo tratado com 
DMF 30 mg/kg (Figura 3A). Enquanto a proporção de células T CD8 oscilou de maneira uni-
forme durante todo o tratamento nos dois grupos, entre 30 e 38% (Figura 3B).  
O monitoramento longitudinal das células T reguladoras clássicas, do tipo T 
CD4+CD25+Foxp3+, também foi realizado (Figura 4A). Veículo e DMF mostraram o mesmo 
comportamento durante todos os dias de tratamento. Os linfócitos T CD4+CD25-Foxp3+ tam-
bém foram analisados (Figura 4B). A quantidade de células T CD4+CD25- expressando Foxp3 
foi praticamente nula nos dias 6 e 21, e discretamente mais expressiva nos dias 10 e 15.  
Assim como nos níveis totais de células T (Figura 3), não foi observada diferença 
significativa nas células Tregs entre o grupo methocel e o grupo DMF no experimento longitu-
dinal. Como o nosso interesse maior era a análise dos linfócitos Tregs, os testes seguintes se 
concentraram no 10º e no 15º dia de tratamento, período de maior concentração média dessas 
células nos linfonodos mesentéricos dentre os dias avaliados.  
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Figura 3 - Análise de linfócitos T nos linfonodos mesentéricos durante o tratamento da 
EAE com dimetil fumarato 30 mg/kg. A proporção de linfócitos T CD4 (A) e T CD8 (B) foi 
analisada por citometria de fluxo após 6, 10, 15 e 21 dias de tratamento com DMF 30 mg/kg (n 
= 3) ou seu veículo, methocel 0,05% (n = 2). Os grupos foram comparados utilizando Mann-
Whitney teste, com P < 0,05 considerado como significativo. 
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Figura 4 - Monitoramento longitudinal dos linfócitos T CD4 reguladores nos linfonodos 
mesentéricos de animais com EAE tratados com dimetil fumarato 30 mg/kg. Análise por 
citometria de fluxo da expressão de Foxp3 nos (A) linfócitos T CD4 CD25+ e (B) T CD4 CD25- 
nos linfonodos mesentéricos. As análises foram realizadas nos dias 6, 10, 15 e 21 de tratamento 
com DMF 30 mg/kg (n = 3) ou seu veículo, methocel 0,05% (n = 2). Dados representam média 
e desvio padrão. Os pares de grupos foram comparados pelo Mann-Whitney teste. P < 0,05 foi 
considerado como diferença significativa. 
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Buscando eliminar qualquer chance de interferência do methocel 0,05% no efeito 
observado, optamos, mais uma vez, por modificar o veículo administrado. Então, PBS, subs-
tância conhecidamente inócua, foi utilizado como veículo para o DMF em todas as etapas a 
partir desse ponto. 
A Figura 5 mostra a proporção das células T CD4 e CD8 utilizando PBS como 
veículo após 15 dias de tratamento com DMF 7,5 mg/kg ou 30 mg/kg. O tratamento com ambas 
as doses de DMF induziu um aumento significativo tanto das células T CD4  
(Figura 5A) quanto das T CD8 (Figura 5B) nos linfonodos mesentéricos dos camundongos. 
Com relação as células Tregs do tipo CD4+Foxp3+, a análise por citometria de fluxo confirmou 
que não há aumento significativo dessa população com 10 ou 15 dias de tratamento, nos linfo-
nodos mesentéricos, quando em comparação com o grupo veículo que recebeu PBS (Figura 6). 
A expressão gênica do fator de transcrição Foxp3 foi avaliada por meio da identifi-
cação de mRNA específico para a molécula por meio de RT-PCR (Figura 7). No pool de célu-
las dos linfonodos mesentéricos, tem-se que a expressão relativa de Foxp3 mRNA nos animais 
tratados durante 10 dias com DMF 7,5 mg/kg foi três vezes maior do que a expressão observada 
no grupo do veículo (Figura 7A). Após 15 dias de tratamento, os grupos que receberam as duas 
doses de DMF mostraram expressão comparável à do grupo veículo (Figura 7B). 
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Figura 5 - Análise de linfócitos T nos linfonodos mesentéricos durante o tratamento da 
EAE com dimetil fumarato. A proporção de (A) linfócitos T CD4 e (B) T CD8 foi analisada 
por citometria de fluxo após 15 dias de tratamento com DMF 7,5 mg/kg (n = 5) ou 30 mg/kg (n 
= 5) ou seu veículo (PBS) (n = 4). Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, 
seguindo do Mann-Whitney teste para comparação entre pares, utilizando o grupo PBS como 
referência, com P < 0,05 considerado como significativo. (*) P < 0,05. 
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Figura 6 - Monitoramento dos linfócitos T CD4 reguladores nos linfonodos mesentéricos 
de animais com EAE tratados com dimetil fumarato em diferentes doses. Análise por cito-
metria de fluxo da expressão de Foxp3 nos linfócitos T CD4 dos linfonodos mesentéricos. As 
análises foram realizadas nos dias 10 com DMF 7,5 mg/kg (n = 5) ou 30 mg/kg (n = 5) ou seu 
veículo (PBS) (n = 4) e 15 de tratamento com DMF 7,5 mg/kg (n = 15) ou 30 mg/kg (n = 14) 
ou PBS (n = 13). Para o tratamento de 15 dias, foram reunidos os resultados obtidos em três 
experimentos independentes. Dados representam média e desvio padrão. Os grupos foram com-
parados em cada dia de análise pelo teste de Kruskal-Wallis. P < 0,05 foi considerado como 
diferença significativa. 
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Figura 7 - Nível de expressão de mRNA Foxp3 nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato. Análise por RT-PCR utilizando reagentes TaqMan. 
GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados com DMF 7,5 ou 30 
mg/kg ou com o veículo (PBS). (A) Valores com 10 dias de tratamento, cada grupo com n = 5. 
(B) Valores com 15 dias de tratamento, DMF 7,5 mg/kg (n = 10), DMF 30 mg/kg (n = 10), PBS 
(n = 8). Para o tratamento de 15 dias, foram reunidos os resultados obtidos em dois experimen-
tos independentes. Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. 
Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste 
para comparação entre pares, utilizando o grupo PBS como referência. P < 0,05 foi considerado 
significativo. (**) P < 0,01. 
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A influência do tratamento na expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias nos 
linfonodos mesentéricos também foi analisada por RT-PCR. Foi determinada a expressão rela-
tiva de TGF-β1, IL-10, IL-27 , TNF-α, IFN-γ e IL-12a com 15 dias de tratamento nos grupos 
PBS, DMF 7,5 mg/kg e DMF 30 mg/kg. Aos 10 dias de tratamento, apenas as citocinas TGF-
β1 e TNF-α foram identificadas. Outras citocinas também tiveram sua expressão investigada: 
IL-17a, IL-2, IL-4, IL-13, IL-6; contudo, não foi possível detectar a presença de mRNA para 
essas moléculas nos três grupos e nos dois tempos de tratamento analisados. 
O nível de expressão de TGF-β1 mRNA aos 10 e 15 dias de tratamento está repre-
sentado na Figura 8. Com 10 dias, é possível observar uma expressão de TGF-β1 pelo grupo 
DMF 7,5 mg/kg duas vezes maior do que a do grupo PBS (Figura 8A). Após 15 dias, a expres-
são relativa da citocina nos animais se igualou entre os grupos (Figura 8B). 
A expressão de IL-10 mRNA no 15º dia de administração de DMF é observada na 
Figura 9. O grupo que recebeu DMF 7,5 mg/kg mostrou expressão de IL-10 cerca de quatro 
vezes maior do que o veículo. 
A análise da expressão de IL-27 mRNA é mostrada na Figura 10. Após 15 dias de 
tratamento da EAE, foi observada expressão de IL-27 significativamente maior no grupo que 
recebeu DMF 7,5 mg/kg. Para o grupo tratado com DMF 30 mg/kg, a expressão não foi signi-
ficativamente diferente do veículo.  
As citocinas pró-inflamatórias analisadas estão representadas nas Figuras 11, 12 e 
13. Os níveis de IL-12a (Figura 11) e IFN-γ (Figura 12) nos linfonodos mesentéricos não 
foram influenciados pelo tratamento com DMF. Ademais, o tratamento por 10 e 15 dias também 
não induziu mudança nos níveis de TNF-α (Figura 13).   
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Figura 8 - Nível de expressão de mRNA TGF-β1 nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato. Análise por RT-PCR utilizando reagentes TaqMan. 
GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados com DMF 7,5 ou 30 
mg/kg ou com o veículo (PBS). (A) Valores com 10 dias de tratamento, cada grupo com n = 5. 
(B) Valores com 15 dias de tratamento, DMF 7,5 mg/kg (n = 10), DMF 30 mg/kg (n = 10), PBS 
(n = 9). Para o tratamento de 15 dias, foram reunidos os resultados obtidos em dois experimen-
tos independentes. Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. 
Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste 
para comparação entre pares, utilizando o grupo PBS como referência. P < 0,05 foi considerado 
significativo. (*) P < 0,05. 
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Figura 9 - Nível de expressão de mRNA IL-10 nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato durante 15 dias. Análise por RT-PCR utilizando 
reagentes TaqMan. GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados 
com DMF 7,5 (n = 10) ou 30 mg/kg (n = 10) ou com o veículo (PBS) (n = 7) durante 15 dias. 
Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. Os resultados se 
referem aos valores obtidos em dois experimentos independentes. Os grupos foram analisados 
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste para comparação entre pares, 
utilizando o grupo PBS como referência. P < 0,05 foi considerado significativo. (**) P < 0,01. 
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Figura 10 - Nível de expressão de mRNA IL-27 nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato durante 15 dias. Análise por RT-PCR utilizando 
reagentes TaqMan. GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados 
com DMF 7,5 (n = 10) ou 30 mg/kg (n = 10) ou com o veículo (PBS) (n = 9) durante 15 dias. 
Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. Os resultados se 
referem aos valores obtidos em dois experimentos independentes. Os grupos foram analisados 
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste para comparação entre pares, 
utilizando o grupo PBS como referência. P < 0,05 foi considerado significativo. (*) P < 0,05. 
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Figura 11 - Nível de expressão de mRNA IL-12a nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato durante 15 dias. Análise por RT-PCR utilizando 
reagentes TaqMan. GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados 
com DMF 7,5 (n = 10) ou 30 mg/kg (n = 10) ou com o veículo (PBS) (n = 8) durante 15 dias. 
Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. Os resultados se 
referem aos valores obtidos em dois experimentos independentes. Os grupos foram analisados 
pelo teste de Kruskal-Wallis. P < 0,05 foi considerado significativo. 
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Figura 12 - Nível de expressão de mRNA IFN-γ nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato durante 15 dias. Análise por RT-PCR utilizando 
reagentes TaqMan. GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados 
com DMF 7,5 (n = 10) ou 30 mg/kg (n = 10) ou com o veículo (PBS) (n = 8) durante 15 dias. 
Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. Os resultados se 
referem aos valores obtidos em dois experimentos independentes. Os grupos foram analisados 
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste para comparação entre pares, 
utilizando o grupo PBS como referência. P < 0,05 foi considerado significativo. 
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Figura 13 - Nível de expressão de mRNA TNF nos linfonodos mesentéricos dos animais 
com EAE tratados com dimetil fumarato. Análise por RT-PCR utilizando reagentes TaqMan. 
GAPDH foi utilizado como controle interno. Os animais foram tratados com DMF 7,5 ou 30 
mg/kg ou com o veículo (PBS). (A) Valores com 10 dias de tratamento, cada grupo com n = 5. 
(B) Valores com 15 dias de tratamento, DMF 7,5 mg/kg (n = 10), DMF 30 mg/kg (n = 10), PBS 
(n = 9). Para o tratamento de 15 dias, foram reunidos os resultados obtidos em dois experimen-
tos independentes. Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS. 
Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. P < 0,05 foi considerado significativo.  
49 
 
5.2. Efeito do dimetil fumarato em células do epitélio intestinal de animais com EAE 
De modo complementar a análise das células imunes participantes da imunidade de 
mucosa, foi avaliado também a capacidade do tratamento com DMF estimular o receptor 
HCAR2, uma de suas vias de ação descrita, nas células do epitélio intestinal. A expressão de 
HCAR2 após tratamento com DMF por 15 dias foi investigada nas IEC compreendidas entre o 
íleo terminal e o cólon proximal por citometria de fluxo.  
A maioria das células epiteliais podem ser identificadas pela ausência de CD31 e 
CD45, e presença do marcador de epitélio CD326 (Epcam) (HABER et al., 2017). A citometria 
de fluxo dos grupos analisados mostrou que a população majoritária de células isoladas era do 
tipo CD31-CD45-Epcam+ (dados não mostrados). Também foi identificada a presença de uma 
pequena população do tipo CD31-CD45+Epcam+. 
A Figura 14 mostra a influência do tratamento sob as IEC CD45+. A administração 
das duas doses de DMF parece estimular um aumento na proporção dessa população celular.  
Para uma análise mais precisa da expressão de HCAR2 nas IEC, foi realizado cell 
sorting em citômetro das populações de IEC CD45- e IEC CD45+. As IEC CD45+ foram ana-
lisadas quanto a expressão de HCAR2 por meio de RT-PCR com reagentes SYBR green (Figura 
15). Não foi observada diferença com o tratamento na expressão do receptor. Nas IEC CD45-, 
a expressão de HCAR2 se mostrou bem menor do que nas IEC CD45+ para todos os grupos e 
o tratamento pareceu não influenciar nesta (dados não mostrados).  
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Figura 14 - Análise por citometria de fluxo das células CD45+ do epitélio intestinal de 
camundongos com EAE tratados com dimetil fumarato. Os animais foram tratados com 
DMF 7,5 ou 30 mg/kg, ambos com n = 10, ou com o veículo (PBS), n = 11, durante 15 dias. Os 
resultados de dois experimentos independentes foram unidos. Os grupos foram analisados pelo 
teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney teste para comparação entre pares, utili-
zando o grupo PBS como referência. P < 0,05 foi considerado significativo. (**) P < 0,01. 
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Figura 15 - Nível de expressão de mRNA HCAR2 nas IEC CD45+ dos animais com EAE 
tratados com dimetil fumarato durante 15 dias. As células foram purificadas em citômetro 
cell sorter e em seguida foi realizada a RT-PCR com reagentes SYBR green utilizando GAPDH 
como controle interno. Os animais foram tratados com DMF 7,5 (n = 4) ou 30 mg/kg (n = 3) 
ou com o veículo (PBS) (n = 4) durante 15 dias. Os dados foram normalizados pelo valor médio 
de expressão no grupo PBS. Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. P < 0,05 
foi considerado significativo.  
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6. DISCUSSÃO 
O Dimetil Fumarato tem se consolidado como uma importante medicação no con-
trole da Esclerose Múltipla Remitente Recorrente. Contudo, os modos como o tratamento leva 
a sua eficiência na clínica ainda não foram completamente esclarecidos. Suas vias de ação co-
nhecidas foram demonstradas principalmente in vitro e há poucos indícios acerca do impacto 
de cada uma delas nos pacientes com EM. Alguns estudos com o modelo da Encefalomielite 
Experimental Autoimune permitiram reforçar a importância de duas das vias de ação: a ativação 
do fator de transcrição Nrf2 (LINKER et al., 2011) e o estímulo do receptor HCAR2 (CHEN et 
al., 2014; PARODI et al., 2015). 
O presente trabalho contribui com informações a respeito da ação do tratamento in 
vivo na mucosa intestinal, um sítio de ação pouco explorado para essa medicação, utilizando 
um modelo da EAE em camundongos. A relevância do local de análise escolhido pode ser 
explicada por variados fatores. Primeiro, o ambiente intestinal é naturalmente diverso em rela-
ção aos componentes imunes nele presentes (TANOUE; ATARASHI; HONDA, 2016). É tam-
bém um conhecido sítio para geração de resposta imune tolerogênica e indução de células T 
reguladoras (CHEN et al., 1994; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Além disso, é no 
intestino que ocorre a conversão de DMF a MMF (WERDENBERG et al., 2003). Por fim, um 
dos possíveis efeitos colaterais do tratamento com DMF são os eventos de desconforto intestinal 
(PHILLIPS et al., 2014). Isso sugere atuação de DMF nessa região, podendo este também ser 
um ponto benéfico de ação do medicamento. Aqui nós mostramos um possível efeito anti-in-
flamatório nos linfonodos mesentéricos dos animais com EAE, influenciado pelo tratamento 
com DMF 7,5 mg/kg. 
A redução na gravidade da EAE em camundongos com administração de DMF em 
doses variando entre 5 e 30 mg/kg encontra-se documentada na literatura (CHEN et al., 2014; 
LINKER et al., 2011; SCHILLING et al., 2006). Nossa avaliação comparativa do escore clínico 
dos animais controle, tratados com veículo ou com DMF mostrou apenas uma melhora discreta 
dos sinais da EAE para as doses de DMF 7,5 e 30 mg/kg durante os 25 dias de tratamento. Para 
o tratamento com a dose maior de DMF, houve também manifestação mais tardia da EAE. Uma 
observação inesperada foi a de redução no escore clínico médio dos animais que receberam o 
veículo Methocel 0,4% em comparação com o controle EAE. Devido a isso, optamos por redu-
zir a concentração desse veículo para 0,05%. 
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Dando continuidade, avaliamos as populações de linfócitos dos linfonodos mesen-
téricos dos camundongos pós tratamento. Esse órgão linfoide secundário é responsável por dre-
nar os componentes que vem do intestino via sistema linfático e se estabelece como principal 
sítio para geração de células Tregs periféricas (MACPHERSON; SMITH, 2006). Nas observa-
ções do estudo longitudinal, o veículo Methocel 0,05% e o DMF 30 mg/kg mostraram compor-
tamento similar com relação as células T. Contudo, em resultados de outra de nossas linhas de 
pesquisa, o veículo methocel pareceu também estimular as células B dos animais (dados não 
publicados). Em estudo com concentração maior desse polissacarídeo, 3%, foi observado o es-
tímulo positivo na ação fagocítica de macrófagos (ESTEBAN et al., 2004). Isso nos levou a 
considerar a possibilidade de que esse veículo pudesse mascarar os efeitos de DMF. Visando 
eliminar a possibilidade de qualquer interferência do methocel no sistema imune, os tratamentos 
passaram a utilizar PBS como veículo de DMF. 
Em vista a importância das células T reguladoras no controle de doenças autoimu-
nes, concentramo-nos na análise dessas. O fator de transcrição Foxp3 foi descoberto por meio 
da análise do genoma de um camundongo mutante conhecido como Scurfy. Esse animal desen-
volve uma doença fatal onde é observada intensa infiltração de células imunes em variados 
órgãos, maior concentração e atividade de células efetoras T CD4 e maior concentração de 
citocinas pró-inflamatórias. Comparando-o a animais saudáveis, foi demonstrado que tais even-
tos eram devidos a ausência de um gene, o qual foi nomeado de Foxp3 (BRUNKOW et al., 
2001). Posteriormente, diversos estudos mostraram que essa molécula era fundamental para o 
desempenho das funções reguladoras das células T CD4 que a expressavam (LIN et al., 2007; 
LU; BARBI; PAN, 2017). Considerando a população de células Tregs como as células T CD4 
Foxp3+, temos que a administração de DMF por 10 e 15 dias não alterou a proporção dessas 
células nos linfonodos mesentéricos. Alterações na quantidade de Foxp3 expresso por cada 
grupo, por meio de comparação da intensidade de fluorescência da molécula quantificada por 
citometria de fluxo, também não foram observadas (dados não mostrados). Apesar de não au-
mentar em quantidade, não é excluída a possibilidade da população de células Tregs ter tido 
suas funções reguladoras aprimoradas. É sabido, por exemplo, que modificações pós-traducio-
nais no fator de transcrição Foxp3 podem melhorar a estabilidade e capacidade deste em ativar 
genes envolvidos na função reguladora da célula (LU; BARBI; PAN, 2017). 
Quando analisada a expressão total de Foxp3 mRNA, vê-se um aumento significa-
tivo com 10 dias de tratamento com DMF 7,5 mg/kg, mas, aos 15 dias, todos os grupos mostram 
expressão similar de Foxp3, corroborando a análise de citometria. A presença de Foxp3 foi 
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identificada em células T CD8 (BISIKIRSKA et al. 2005, apud, DEVAUD; DARCY; 
KERSHAW, 2014), em células invariantes NKT (MONTEIRO et al., 2010, apud DEVAUD; 
DARCY; KERSHAW, 2014), e em células B com fenótipo regulador ( DE ANDRES et al., 
2014; VADAS et al., 2015, apud LU; BARBI; PAN, 2017). Embora tal expressão seja obser-
vada, ainda não são claras as funções que Foxp3 exerceria nesses outros tipos celulares. Uma 
reanálise de nossos dados de citometria mostrou discreta expressão de Foxp3 nos linfócitos T 
CD8 de alguns animais e de células CD3-. Contudo, para uma análise acurada, se fará necessá-
rio o enriquecimento dessas populações celulares. 
As citocinas são proteínas de fundamental importância para desenvolvimento, ati-
vação e regulação da resposta imune. Essas são produzidas principalmente por leucócitos e 
apresentam ação parácrina ou autocrina. Nos linfonodos, linfócitos T e B, macrófagos e células 
dendríticas são os principais responsáveis pela expressão dessas moléculas. Nós mostramos que 
o tratamento da EAE com DMF 7,5 mg/kg resultou em um aumento significante na expressão 
das citocinas anti-inflamatórias TGF-β1, com 10 dias de tratamento, e IL-10 e IL-27, após 15 
dias de tratamento, pelas células dos linfonodos mesentéricos.  
A citocina TGF-β é expressa na sua forma inativa, em conjunto com um peptídeo 
associado de latência (LAP). Em mamíferos, três isoformas são produzidas, essas são nomeadas 
TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3. No presente trabalho, analisamos a expressão da isoforma TGF-
β1, a qual é originada em células hematopoiéticas, endoteliais e do tecido conjuntivo. Essa 
citocina é associada ao desenvolvimento de células T reguladoras Foxp3+, e quando na pre-
sença de IL-6, pode funcionar também como estímulo para diferenciação de células Th17 
(BETTELLI et al., 2006). A importância da ação de TGF-β1 na regulação do sistema imune é 
clara em camundongos em que esse gene foi silenciado, pois é observada intensa inflamação 
em diversos órgãos semanas após o nascimento (SHULL et al., 1992, apud LIFSHITZ; 
FRENKEL, 2013). Uma importante fonte para expressão de TGF-β são as células T de propri-
edades reguladoras do tipo Th3 (CHEN et al., 1994). As células Th3 são caracterizadas por uma 
alta produção de TGF-β e baixa expressão de IL-10 e IL-4, podendo expressar Foxp3 (CARRIER 
et al., 2007). A indução de tais células em linfonodos mesentéricos após sensibilização oral com 
MBP mostrou-se um modo de prevenção do desenvolvimento da EAE em camundongos SJL 
(CHEN et al., 1994). Adicionalmente, a transferência adotiva das células Th3 para camundon-
gos com EAE levou a redução na gravidade dos sinais clínicos da doença (CARRIER et al., 
2007). 
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IL-10 é uma molécula produzida por variados leucócitos, dentre macrófagos, célu-
las T e células B, que pode apresentar ação imunossupressora ou estimuladora (OUYANG; 
O’GARRA, 2019). Em macrófagos, a presença de IL-10 é capaz de controlar o metabolismo 
celular, interferindo em vias que contribuem para exacerbação do processo inflamatório (IP et 
al., 2017). Há também as células B produtoras de IL-10 originadas no intestino, as quais pare-
cem contribuir para o controle da EAE, sendo essa citocina diretamente ligada a essa função de 
controle da EAE (ROJAS et al., 2019). Segundo proposto, tais linfócitos teriam a capacidade 
de migrar para o sistema nervoso central durante fase crônica da EAE (ROJAS et al., 2019). 
Ademais, uma elevada produção de IL-10 também é uma importante característica das células 
reguladoras do tipo Tr1. Essas células, que também expressam TGF-β em menores taxas, foram 
capazes de prevenir o desenvolvimento de inflamações intestinais como a colite em modelo 
animal (GROUX et al., 1997). Na EAE, tais células, quando transferidas adotivamente, ocasi-
onaram a diminuição da gravidade de doença (ZHANG et al., 2004). 
Com relação a IL-27, essa é um heterodímero membro da família de IL-12, associ-
ada a modulação de respostas imunes, produzida principalmente por macrófagos e DCs. De-
pendendo do contexto, essa citocina pode promover efeitos pró ou anti-inflamatórios 
(HUNTER, 2005). Durante infecções, a IL-27 mostrou potencializar a ação efetora de linfócitos 
T (HUNTER, 2005). Enquanto na fase efetora de dois modelos de EAE, essa citocina atuou 
inibindo a ação de células encefalitogênicas do tipo Th17 e induzindo uma drástica redução nos 
sinais clínicos da doença (FITZGERALD et al., 2007). Dados do nosso grupo de pesquisa cor-
roboram esses achados mostrando que a indução da expressão de IL-27 em APCs leva a dimi-
nuição do potencial de células Th17 e Th1 encefalitogênicas em transferir EAE (MORAES et 
al., 2013). Ademais, o estímulo de células T de diferentes populações por IL-27 mostrou induzir 
a expressão de IL-10 nesses linfócitos (DIVEU; MCGEACHY; CUA, 2008). 
Outro papel proposto para essa citocina é a modulação de células Treg. Estudos in 
vitro mostraram que a interação de células Tregs com IL-27 levaria a inibição das funções re-
guladoras destas (HUBER et al., 2008; NEUFERT et al., 2007). Todavia, estudos in vivo com 
o modelo da EAE reportam uma ação divergente. Em camundongos modificados para não ex-
pressar IL-27Rα, subunidade do receptor de IL-27, em células Treg é vista uma piora nos sinais 
da EAE (DO et al., 2017). Adicionalmente, a administração dessa citocina via bomba osmótica 
em animais com EAE mostrou também reduzir a atividade da doença em animais wild type, 
enquanto no tratamento com IL-27 de camundongos com células Tregs Foxp3+ knockout para 
IL-27Rα, foi vista alta incidência de mortalidade devido a EAE (KIM et al., 2019).   
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Considerando o exposto, é possível que as células T reguladoras tenham tido sua 
função imunossupressora aprimorada pelo tratamento com DMF 7,5 mg/kg por meio da produ-
ção de citocinas anti-inflamatórias. A produção de IL-27 por APCs poderia contribuir como 
estímulo na ativação das células Tregs e a uma maior produção de IL-10 nos linfonodos me-
sentéricos pode auxiliar na inibição da ação de células T encefalitogênicas. Para confirmação 
das células responsáveis pela produção das citocinas observadas, esse estudo será expandido 
com o isolamento e a análise de populações celulares dos linfonodos mesentéricos, em especial 
as células Tregs e as células dendríticas.  
A respeito das células do epitélio intestinal, os resultados de citometria das IEC 
CD45+ mostram possível estímulo dessas por meio da administração de DMF durante 15 dias. 
O epitélio intestinal é constituído por uma variedade de células, dentre células precursoras, en-
terócitos, Globet, enteroendócrinas, Paneth, células M e Tuft. Dentre essas, a expressão de 
CD45 foi recentemente associada a população de células Tuft (HABER et al., 2017). Essas 
células parecem ter ligação estreita com o sistema imune, principalmente no que se refere a 
respostas do tipo Th2 (GERBE; JAY, 2016). É bem estabelecido que uma alteração do balanço 
Th1/Th2 em favor da resposta imune Th2 promove melhoras clínicas tanto na EAE quanto na 
EM (WU et al., 2017; YANG et al., 2004). Dessa forma, uma análise mais detalhada das IEC 
CD45+ observadas durante o tratamento com DMF pode ser um ponto interessante. 
Por fim, nossas análises não foram suficientes para demonstrar estímulo do trata-
mento DMF por meio da via do receptor HCAR2. Apesar de demonstrada a ativação dessa via 
por MMF na micróglia (PARODI et al., 2015) e de estabelecida a sua importância com relação 
aos efeitos imunomoduladores do DMF na EAE (CHEN et al., 2014), nada se sabe da sua ati-
vação no ambiente intestinal. Embora nossos resultados não indiquem maior expressão do re-
ceptor nas IEC, isso não significa que este não estaria sendo ativado em outras células do am-
biente intestinal, como macrófagos e células dendríticas. O estímulo com butirato de macrófa-
gos e DCs localizadas na região do cólon leva a ativação de HCAR2 e posterior indução da 
produção de IL-10 por essas células (SINGH et al., 2014). Em vista a adquirir mais informações 
acerca do tratamento da EAE com DMF, análises da expressão de HCAR2 nesses leucócitos 
também devem ser realizadas.  
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7. CONCLUSÃO 
O presente trabalho concentrou-se em investigar o efeito do tratamento da Encefa-
lomielite Experimental Autoimune com Dimetil fumarato nos linfonodos mesentéricos de ca-
mundongos. A análise das células T reguladoras Foxp3+ mostrou que essas não aumentam em 
número nesses órgãos linfoides durante a administração de DMF por 15 dias. Ademais, uma 
relevante ação imunossupressora mostrou ser promovida pelo tratamento com DMF 7,5 mg/kg, 
por meio da expressão das citocinas IL-10 e IL-27. Tal efeito anti-inflamatório de DMF na 
imunidade mucosal, no contexto da EAE, não se encontra reportado na literatura. Assim, a 
continuidade do atual estudo será interessante para que seja possível definir quais populações 
celulares estão contribuindo para o efeito observado.  
57 
 
8. REFERÊNCIAS 
AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA. Tecfidera, Registro 
169930004. Consultas - Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Disponível em: 
<https://consultas.anvisa.gov.br/#/medicamentos/25351186118201351/>. Acesso em: 9 jul. 
2019.  
ALBRECHT, P. et al. Effects of dimethyl fumarate on neuroprotection and 
immunomodulation. Journal of Neuroinflammation, v. 9, n. 1, p. 638, 7 dez. 2012.  
BAKER, D. et al. Critical appraisal of animal models of multiple sclerosis. 
Multiple Sclerosis Journal, v. 17, n. 6, p. 647–657, 3 jun. 2011.  
BEHAN, P. O.; CHAUDHURI, A. EAE is not a useful model for demyelinating 
disease. Multiple Sclerosis and Related Disorders, v. 3, n. 5, p. 565–574, set. 2014.  
BEN-NUN, A.; WEKERLE, H.; COHEN, I. R. The rapid isolation of clonable 
antigen-specific T lymphocyte lines capable of mediating autoimmune encephalomyelitis. 
European Journal of Immunology, v. 11, n. 3, p. 195–199, 1981.  
BERNARD, C. C.; CARNEGIE, P. R. Experimental autoimmune 
encephalomyelitis in mice: immunologic response to mouse spinal cord and myelin basic 
proteins. Journal of immunology, v. 114, n. 5, p. 1537–40, maio 1975.  
BETTELLI, E. et al. Reciprocal developmental pathways for the generation of 
pathogenic effector TH17 and regulatory T cells. Nature, v. 441, n. 7090, p. 235–238, 30 maio 
2006.  
BRUNKOW, M. E. et al. Disruption of a new forkhead/winged-helix protein, 
scurfin, results in the fatal lymphoproliferative disorder of the scurfy mouse. Nature Genetics, 
v. 27, n. 1, p. 68–73, jan. 2001.  
CARBAJAL, K. S. et al. Th Cell Diversity in Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis and Multiple Sclerosis. The Journal of Immunology, v. 195, n. 6, p. 2552–
2559, 15 set. 2015.  
CARIDADE, M.; GRACA, L.; RIBEIRO, R. M. Mechanisms Underlying CD4+ 
Treg Immune Regulation in the Adult: From Experiments to Models. Frontiers in 
Immunology, v. 4, p. 1–9, 2013.  
58 
 
CARRIER, Y. et al. Th3 Cells in Peripheral Tolerance. I. Induction of Foxp3-
Positive Regulatory T Cells by Th3 Cells Derived from TGF-β T Cell-Transgenic Mice. The 
Journal of Immunology, v. 178, n. 1, p. 179–185, 2007.  
CHEN, H. et al. Hydroxycarboxylic acid receptor 2 mediates dimethyl fumarate’s 
protective effect in EAE. Journal of Clinical Investigation, v. 124, n. 5, p. 2188–2192, 1 maio 
2014.  
CHEN, Y. et al. Regulatory T cell clones induced by oral tolerance: suppression of 
autoimmune encephalomyelitis. Science, v. 265, n. 5176, p. 1237–1240, 26 ago. 1994.  
CRESCI, G. A. et al. Colonic Gene Expression in Conventional and Germ-Free 
Mice with a Focus on the Butyrate Receptor GPR109A and the Butyrate Transporter SLC5A8. 
Journal of Gastrointestinal Surgery, v. 14, n. 3, p. 449–461, 22 mar. 2010.  
DEVAUD, C.; DARCY, P. K.; KERSHAW, M. H. Foxp3 expression in T 
regulatory cells and other cell lineages. Cancer Immunology, Immunotherapy, v. 63, n. 9, p. 
869–876, 26 set. 2014.  
DEY, I.; LEJEUNE, M.; CHADEE, K. Prostaglandin E 2 receptor distribution and 
function in the gastrointestinal tract. British Journal of Pharmacology, v. 149, n. 6, p. 611–
623, 2006.  
DIDONNA, A. Preclinical Models of Multiple Sclerosis: Advantages and 
Limitations Towards Better Therapies. Current Medicinal Chemistry, v. 23, n. 14, p. 1442–
1459, 13 maio 2016.  
DIVEU, C.; MCGEACHY, M. J.; CUA, D. J. Cytokines that regulate 
autoimmunity. Current Opinion in Immunology, v. 20, n. 6, p. 663–668, 2008.  
DO, J. et al. Treg-specific IL-27Rα deletion uncovers a key role for IL-27 in Treg 
function to control autoimmunity. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, v. 114, n. 38, p. 10190–10195, 2017.  
ESTEBAN, S. et al. Effect of orally administered l-tryptophan on serotonin, 
melatonin, and the innate immune response in the rat. Molecular and Cellular Biochemistry, 
v. 267, n. 1, p. 39–46, 2004.  
EUROPEAN MEDICINES AGENCY. Assesment Report Tecfidera: Procedure 
No. EMEA/H/C/002601/0000/Rev 1. London: [s.n.]. Disponível em: <www.ema.europa.eu>. 
59 
 
FELLOWS, R. et al. Microbiota derived short chain fatty acids promote histone 
crotonylation in the colon through histone deacetylases. Nature Communications, v. 9, n. 1, 
p. 105, 9 dez. 2018.  
FIGUEIREDO, F. DE A.; VIANNA, D. Protocolo clínico e diretrizes 
terapêuticas esclerose múltiplaDOU 11/07/2019, edição 132, seção 1, página 59, Portaria 
Conjunta N. 7, de 3 de julho de 2019, , 2019. Disponível em: <http://www.in.gov.br/web/dou/-
/portaria-conjunta-n-7-de-3-de-julho-de-2019-191675155> 
FITZGERALD, D. C. et al. Suppressive Effect of IL-27 on Encephalitogenic Th17 
Cells and the Effector Phase of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis. The Journal of 
Immunology, v. 179, n. 5, p. 3268–3275, 2007.  
FLETCHER, J. M. et al. T cells in multiple sclerosis and experimental autoimmune 
encephalomyelitis. Clinical & Experimental Immunology, v. 162, n. 1, p. 1–11, out. 2010.  
FONTENOT, J. D.; GAVIN, M. A.; RUDENSKY, A. Y. Foxp3 programs the 
development and function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nature Immunology, v. 4, n. 4, 
p. 330–336, 3 abr. 2003.  
FOX, R. J. et al. Placebo-Controlled Phase 3 Study of Oral BG-12 or Glatiramer in 
Multiple Sclerosis. New England Journal of Medicine, v. 367, n. 12, p. 1087–1097, 20 set. 
2012.  
GERBE, F.; JAY, P. Intestinal tuft cells: epithelial sentinels linking luminal cues to 
the immune system. Mucosal Immunology, v. 9, n. 6, p. 1353–1359, 24 nov. 2016.  
GERDES, S.; SHAKERY, K.; MROWIETZ, U. Dimethylfumarate inhibits nuclear 
binding of nuclear factor ?B but not of nuclear factor of activated T cells and CCAAT/enhancer 
binding protein ? in activated human T cells. British Journal of Dermatology, v. 156, n. 5, p. 
838–842, maio 2007.  
GILLARD, G. O. et al. DMF, but not other fumarates, inhibits NF-κB activity in 
vitro in an Nrf2-independent manner. Journal of Neuroimmunology, v. 283, p. 74–85, jun. 
2015.  
GOLD, R. et al. Placebo-Controlled Phase 3 Study of Oral BG-12 for Relapsing 
Multiple Sclerosis. New England Journal of Medicine, v. 367, n. 12, p. 1098–1107, 20 set. 
2012.  
60 
 
GOLD, R.; LININGTON, C.; LASSMANN, H. Understanding pathogenesis and 
therapy of multiple sclerosis via animal models: 70 years of merits and culprits in experimental 
autoimmune encephalomyelitis research. Brain, v. 129, n. 8, p. 1953–1971, 1 jul. 2006.  
GROUX, H. et al. A CD4+ T-cell subset inhibits antigen-specific T-cell responses 
and prevents colitis. Nature, v. 389, n. 6652, p. 737–742, 1997.  
HABER, A. L. et al. A single-cell survey of the small intestinal epithelium. Nature, 
v. 551, n. 7680, p. 333–339, 8 nov. 2017.  
HAGHIKIA, A. et al. Dietary Fatty Acids Directly Impact Central Nervous System 
Autoimmunity via the Small Intestine. Immunity, v. 43, n. 4, p. 817–829, out. 2015.  
HANSON, J. et al. Nicotinic acid– and monomethyl fumarate–induced flushing 
involves GPR109A expressed by keratinocytes and COX-2–dependent prostanoid formation in 
mice. Journal of Clinical Investigation, v. 120, n. 8, p. 2910–2919, 2 ago. 2010.  
HIROTA, K. et al. Fate mapping of IL-17-producing T cells in inflammatory 
responses. Nature Immunology, v. 12, n. 3, p. 255–263, 2011.  
HORI, S.; NOMURA, T.; SAKAGUCHI, S. Control of Regulatory T Cell 
Development by the Transcription Factor Foxp3. Science, v. 299, n. 5609, p. 1057–1061, 14 
fev. 2003.  
HUBER, M. et al. IL-27 inhibits the development of regulatory T cells via STAT3. 
International Immunology, v. 20, n. 2, p. 223–234, 1 fev. 2008.  
HUNTER, C. A. New IL-12-family members: IL-23 and IL-27, cytokines with 
divergent functions. Nature Reviews Immunology, v. 5, n. 7, p. 521–531, 2005.  
IP, W. K. E. et al. Anti-inflammatory effect of IL-10 mediated by metabolic 
reprogramming of macrophages. Science, v. 356, n. 6337, p. 513–519, 5 maio 2017.  
ITOH, M. et al. Thymus and autoimmunity: production of CD25+CD4+ naturally 
anergic and suppressive T cells as a key function of the thymus in maintaining immunologic 
self-tolerance. Journal of immunology, v. 162, n. 9, p. 5317–26, 1 maio 1999.  
IVANOV, I. I. et al. The Orphan Nuclear Receptor RORγt Directs the 
Differentiation Program of Proinflammatory IL-17+ T Helper Cells. Cell, v. 126, n. 6, p. 1121–
1133, 2006.  
61 
 
JOSEFOWICZ, S. Z.; LU, L.-F.; RUDENSKY, A. Y. Regulatory T Cells: 
Mechanisms of Differentiation and Function. Annual Review of Immunology, v. 30, n. 1, p. 
531–564, 2012.  
KALINSKI, P. Regulation of Immune Responses by Prostaglandin E 2. The 
Journal of Immunology, v. 188, n. 1, p. 21–28, 1 jan. 2012.  
KIM, D. et al. Cutting Edge: IL-27 Attenuates Autoimmune Neuroinflammation 
via Regulatory T Cell/Lag3–Dependent but IL-10–Independent Mechanisms In Vivo. The 
Journal of Immunology, v. 202, n. 6, p. 1680–1685, 2019.  
KOBAYASHI, E. H. et al. Nrf2 suppresses macrophage inflammatory response by 
blocking proinflammatory cytokine transcription. Nature Communications, v. 7, n. 1, p. 
11624, 23 set. 2016.  
KORNBERG, M. D. et al. Dimethyl fumarate targets GAPDH and aerobic 
glycolysis to modulate immunity. Science, v. 360, n. 6387, p. 449–453, 27 abr. 2018.  
KUHLMANN, T. et al. An updated histological classification system for multiple 
sclerosis lesions. Acta Neuropathologica, v. 133, n. 1, p. 13–24, 17 jan. 2017.  
LASSMANN, H. What drives disease in multiple sclerosis: Inflammation or 
neurodegeneration? Clinical and Experimental Neuroimmunology, v. 1, n. 1, p. 2–11, jan. 
2010.  
LASSMANN, H.; BRÜCK, W.; LUCCHINETTI, C. F. The Immunopathology of 
Multiple Sclerosis: An Overview. Brain Pathology, v. 17, n. 2, p. 210–218, abr. 2007.  
LIFSHITZ, V.; FRENKEL, D. TGF-β. In: Handbook of Biologically Active 
Peptides. [s.l.] Elsevier, 2013. p. 1647–1653.  
LIN, W. et al. Regulatory T cell development in the absence of functional Foxp3. 
Nature Immunology, v. 8, n. 4, p. 359–368, 2007.  
LINKER, R. A. et al. Fumaric acid esters exert neuroprotective effects in 
neuroinflammation via activation of the Nrf2 antioxidant pathway. Brain, v. 134, n. 3, p. 678–
692, mar. 2011.  
LU, L.; BARBI, J.; PAN, F. The regulation of immune tolerance by FOXP3. 
Nature Reviews Immunology, v. 17, n. 11, p. 703–717, 2017.  
62 
 
LUCCHINETTI, C. F. et al. Inflammatory Cortical Demyelination in Early 
Multiple Sclerosis. New England Journal of Medicine, v. 365, n. 23, p. 2188–2197, 8 dez. 
2011.  
MACPHERSON, A. J.; SMITH, K. Mesenteric lymph nodes at the center of 
immune anatomy. Journal of Experimental Medicine, v. 203, n. 3, p. 497–500, 2006.  
MEISSNER, M. et al. Dimethyl fumarate - only an anti-psoriatic medication? 
Journal der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft, v. 10, n. 11, p. 793–801, nov. 2012.  
MENDEL, I.; DE ROSBO, N. K.; BEN-NUN, A. A myelin oligodendrocyte 
glycoprotein peptide induces typical chronic experimental autoimmune encephalomyelitis in 
H-2b mice: Fine specificity and T cell receptor Vβ expression of encephalitogenic T cells. 
European Journal of Immunology, v. 25, n. 7, p. 1951–1959, jul. 1995.  
MORAES, A. S. et al. The Suppressive Effect of IL-27 on Encephalitogenic Th17 
Cells Induced by Multiwalled Carbon Nanotubes Reduces the Severity of Experimental 
Autoimmune Encephalomyelitis. CNS Neuroscience & Therapeutics, v. 19, n. 9, p. 682–687, 
set. 2013.  
MROWIETZ, U.; CHRISTOPHERS, E.; ALTMEYER, P. Treatment of severe 
psoriasis with fumaric acid esters: scientific background and guidelines for therapeutic use. 
British Journal of Dermatology, v. 141, n. 3, p. 424–429, set. 1999.  
NELSON, D. L.; COX, M. M. Princípios de Bioquímica de Lehninger. 6. ed. 
Porto Alegre: Artmed, 2014.  
NEUFERT, C. et al. IL-27 controls the development of inducible regulatory T cells 
and Th17 cells via differential effects on STAT1. European Journal of Immunology, v. 37, 
n. 7, p. 1809–1816, 2007.  
NYLANDER, A.; HAFLER, D. A. Multiple sclerosis. Journal of Clinical 
Investigation, v. 122, n. 4, p. 1180–1188, 2 abr. 2012.  
OUYANG, W.; O’GARRA, A. IL-10 Family Cytokines IL-10 and IL-22: from 
Basic Science to Clinical Translation. Immunity, v. 50, n. 4, p. 871–891, abr. 2019.  
PARODI, B. et al. Fumarates modulate microglia activation through a novel 
HCAR2 signaling pathway and rescue synaptic dysregulation in inflamed CNS. Acta 
Neuropathologica, v. 130, n. 2, p. 279–295, 29 ago. 2015.  
63 
 
PATERSON, P. Y. Transfer of Allergic Encephalomyelitis in Rats by Means of 
Lymph Node Cells. The Journal of Experimental Medicine, v. 111, n. 1, p. 119–136, 1 jan. 
1960.  
PENG, H. et al. Dimethyl Fumarate Inhibits Dendritic Cell Maturation via Nuclear 
Factor κB (NF-κB) and Extracellular Signal-regulated Kinase 1 and 2 (ERK1/2) and Mitogen 
Stress-activated Kinase 1 (MSK1) Signaling. Journal of Biological Chemistry, v. 287, n. 33, 
p. 28017–28026, 10 ago. 2012.  
PHILLIPS, J. T. et al. Managing flushing and gastrointestinal events associated 
with delayed-release dimethyl fumarate: Experiences of an international panel. Multiple 
Sclerosis and Related Disorders, v. 3, n. 4, p. 513–519, jul. 2014.  
POUTIAINEN, P. et al. Precision Medicine in Multiple Sclerosis: Future of PET 
Imaging of Inflammation and Reactive Astrocytes. Frontiers in molecular neuroscience, v. 
9, p. 85, 15 set. 2016.  
PUBCHEM DATABASE. Dimethyl fumarate CID=637568. Disponível em: 
<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Dimethyl-fumarate>. Acesso em: 15 fev. 2019.  
RIVERS, T. M.; SCHWENTKER, F. F. ENCEPHALOMYELITIS 
ACCOMPANIED BY MYELIN DESTRUCTION EXPERIMENTALLY PRODUCED IN 
MONKEYS. The Journal of Experimental Medicine, v. 61, n. 5, p. 689–702, 1 maio 1935.  
RIVERS, T. M.; SPRUNT, D. H.; BERRY, G. P. Observations On Attempts To 
Produce Acute Disseminated Encephalomyelitis In Monkeys. Journal of Experimental 
Medicine, v. 58, n. 1, p. 39–53, 1 jul. 1933.  
ROJAS, O. L. et al. Recirculating Intestinal IgA-Producing Cells Regulate 
Neuroinflammation via IL-10. Cell, v. 176, n. 3, p. 610- 624.e18, 2019.  
SAKAGUCHI, S. et al. Organ-specific autoimmune diseases induced in mice by 
elimination of T cell subset. I. Evidence for the active participation of T cells in natural self-
tolerance; deficit of a T cell subset as a possible cause of autoimmune disease. Journal of 
Experimental Medicine, v. 161, n. 1, p. 72–87, 1 jan. 1985.  
SAKAGUCHI, S. et al. Immunologic self-tolerance maintained by activated T cells 
expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25). Breakdown of a single mechanism of self-
tolerance causes various autoimmune diseases. Journal of immunology, v. 155, n. 3, p. 1151–
64 
 
64, 1 ago. 1995.  
SAKAGUCHI, S. et al. Regulatory T cells: how do they suppress immune 
responses? International Immunology, v. 21, n. 10, p. 1105–1111, 1 out. 2009.  
SANTOS, L. M. B. et al. Characterization of immunomodulatory properties and 
accessory cell function of small intestinal epithelial cells. Cellular Immunology, v. 127, n. 1, 
p. 26–34, abr. 1990.  
SANTOS, L. M. B. et al. Oral Tolerance to Myelin Basic Protein Induces 
Regulatory TGF-β-Secreting T Cells in Peyer’s Patches of SJL Mice. Cellular Immunology, 
v. 157, n. 2, p. 439–447, set. 1994.  
SCHILLING, S. et al. Fumaric acid esters are effective in chronic experimental 
autoimmune encephalomyelitis and suppress macrophage infiltration. Clinical and 
Experimental Immunology, v. 145, n. 1, p. 101–107, 2006.  
SCHULZE-TOPPHOFF, U. et al. Dimethyl fumarate treatment induces adaptive 
and innate immune modulation independent of Nrf2. Proceedings of the National Academy 
of Sciences, v. 113, n. 17, p. 4777–4782, 26 abr. 2016.  
SINGH, N. et al. Activation of Gpr109a, Receptor for Niacin and the Commensal 
Metabolite Butyrate, Suppresses Colonic Inflammation and Carcinogenesis. Immunity, v. 40, 
n. 1, p. 128–139, jan. 2014.  
STROBER, W. Trypan Blue Exclusion Test of Cell Viability. In: Current 
Protocols in Immunology. Hoboken, NJ, USA: John Wiley & Sons, Inc., 2001. v. 21p. A.3B.1-
A.3B.2.  
TANOUE, T.; ATARASHI, K.; HONDA, K. Development and maintenance of 
intestinal regulatory T cells. Nature Reviews Immunology, v. 16, n. 5, p. 295–309, 18 maio 
2016.  
TRAUB, J. et al. Dimethyl fumarate impairs differentiated B cells and fosters 
central nervous system integrity in treatment of multiple sclerosis. Brain Pathology, v. 29, n. 
5, p. 640–657, 2019.  
US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Tecfidera FDA Approval, 
Application Number 204063Orig1s000Approval LetterSilver Spring: Department of Health 
and Human Services, Center for Drug Evaluation and Research, , 2013.  
65 
 
VIGLIETTA, V. et al. Loss of functional suppression by CD4+CD25+ regulatory 
T cells in patients with multiple sclerosis. The Journal of experimental medicine, v. 199, n. 
7, p. 971–979, 5 abr. 2004.  
VON GLEHN, F. et al. Chapter 11: Multiple Sclerosis: An Overview. In: HAJJ, G. 
N. M. (Ed.). . Young Perspectives for Old Diseases. [s.l.] Bentham Science Publishers, 2014. 
v. 55p. 223–250.  
VUDDAMALAY, Y.; VAN MEERWIJK, J. P. M. CD28− and CD28lowCD8+ 
Regulatory T Cells: Of Mice and Men. Frontiers in Immunology, v. 8, n. JAN, p. 1–7, 23 jan. 
2017.  
WERDENBERG, D. et al. Presystemic metabolism and intestinal absorption of 
antipsoriatic fumaric acid esters. Biopharmaceutics & Drug Disposition, v. 24, n. 6, p. 259–
273, set. 2003.  
WISNIEWSKI, H. M.; KEITH, A. B. Chronic relapsing experimental allergic 
encephalomyelitis: An experimental model of multiple sclerosis. Annals of Neurology, v. 1, n. 
2, p. 144–148, fev. 1977.  
WU, Q. et al. Dimethyl Fumarate Selectively Reduces Memory T Cells and Shifts 
the Balance between Th1/Th17 and Th2 in Multiple Sclerosis Patients. The Journal of 
Immunology, v. 198, n. 8, p. 3069–3080, 15 abr. 2017.  
YANG, J. S. et al. Laquinimod (ABR-215062) suppresses the development of 
experimental autoimmune encephalomyelitis, modulates the Th1/Th2 balance and induces the 
Th3 cytokine TGF-β in Lewis rats. Journal of Neuroimmunology, v. 156, n. 1–2, p. 3–9, 2004.  
ZHANG, X. et al. IL-10 is involved in the suppression of experimental autoimmune 
encephalomyelitis by CD25+CD4+ regulatory T cells. International immunology, v. 16, n. 2, 
p. 249–56, 1 fev. 2004.  
  
66 
 
ANEXO I – Figuras complementares 
 
Figura 16 - Estratégia de gates utilizada para identificação de células T CD4 e T CD8 por 
citometria de fluxo. Referente às Figuras 3 e 5. 
 
Figura 17 - Estratégia de gates utilizada para identificação de células T reguladoras, em 
marcações contendo anti-CD25, por citometria de fluxo. Estratégia baseada no controle de 
fluorescência menos um (FMO). Referente à Figura 4. 
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Figura 18 -  Estratégia de gates em marcações sem anti-CD25 utilizada para identifica-
ção de células T reguladoras por citometria de fluxo. A estratégia ilustra um dos tubos 
contendo todos os fluorocromos. Relativo a Figura 6. 
 
Figura 19 - Estratégia de gates para análise das células do epitélio intestinal por citometria 
de fluxo. Estratégia baseada no FMO, utilizada na elaboração da Figura 14. Não foi possível 
identificar a presença de HCAR2.  
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Buscando mostrar o comportamento da expressão gênica de Foxp3 e citocinas entre 
os tempos de tratamento de 10 e 15 dias, foi realizada a normalização de todos os dados por um 
valor único. Nesse caso, foi calculada a expressão média de cada gene do grupo PBS 15 dias e 
o respectivo valor foi utilizado para normalizar todos os valores de expressão do respectivo 
gene. Dessa forma, foram gerados os gráficos mostrados na Figura 20. É notável que a expres-
são observada aos 10 dias de tratamento para Foxp3 (Figura 20A), TGF-β (Figura 20B) e TNF 
(Figura 20C) é bem menor do que a observada no décimo quinto dia, considerando todos os 
grupos. Isso também poderia ser válido para IL-10, IL-27, IL-12a e IFN-γ, visto que aos 10 dias 
de tratamento não foi possível detectar a presença dessas nos LM pela RT-PCR. Com isso, é 
possível observar o comportamento dinâmico da expressão dessas moléculas durante o curso 
da EAE. 
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Figura 20 - Comparação do nível de expressão de Foxp3, TGF-β1 e TNF mRNA nos linfonodos 
mesentéricos após 10 e 15 dias de tratamento com dimetil fumarato. Análise por RT-PCR utili-
zando reagentes TaqMan. GAPDH foi utilizado como controle interno. (A) Foxp3 mRNA. (B) TGF-
β1 mRNA. (C) TNF mRNA. Os animais foram tratados com DMF 7,5 ou 30 mg/kg ou com o 
veículo (PBS). Os dados foram normalizados pelo valor médio de expressão do grupo PBS tratado 
por 15 dias. Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguindo do Mann-Whitney 
teste para comparação entre os pares de 10 e 15 dias. P < 0,05 foi considerado significativo. (**) P 
< 0,01; (***) P < 0,001.  
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